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1. INTRODUCCION

1.1 ESTADO DE LA CUESTION Y DIMENSION DEL PROBLEMA

Las bacterias resistentes a antibidticos y su propagacion se ha visto
notablemente incrementada en los Ultimos anos, estando en muchos casos

prioritarios para la busqueda de nuevos antibidticos (Tabla 1).

El grupo de prioridad critica incluye las bacterias multirresistentes que son
especialmente peligrosas en hospitales, residencias de ancianos y entre los
pacientes que necesitan ser atendidos con dispositivos como ventiladores y
catéteres intfravenosos.

Tabla 1.- Lista de patégenos prioritarios (OMS).

resistente a los carbapenémicos
resistente a los carbapenémicos

resistente a los carbapenémicos, productoras
de ESBL

resistente a la vancomicina

resistente a la meticilina, con sensibilidad
infermedia y resistencia a la vancomicina

resistente a la clarifromicina
resistente a las fluoroquinolonas
resistentes a las fluorogquinolonas

resistente a las cefalosporinas, resistente a las
fluoroquinolonas

sensibilidad disminuida a la penicilina
resistente a la ampicilina

resistente a las fluoroquinolonas
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Para la deteccion de bacterias multirresistentes, desde el laboratorio de
microbiologia se hace una vigilancia activa de estos microorganismos con el fin
de controlar y evitar su propagacion.

Los planes de prevencion, deteccidon y control de bacterias
multirresistentes estan coordinados desde el PRAN (Plan nacional de Resistencia
a Antibidticos). Este es un plan estratégico y de accidon que comenzé en 2014y
en el que participan profesionales y colaboradores expertos cuyo principal
objetivo es reducir el riesgo de seleccion y diseminacion de resistencia a los
antibidticos y, consecuentemente, reducir el impacto de este problema sobre
la salud de las personas y los animales, preservando de manera sostenible |la
eficacia de los antibidticos existentes.

Resultante de la aplicacion del PRAN en la Comunidad Auténoma de
Aragon, nace IRAS-PROA. Un programa integral de vigilancia y prevencion de
infecciones relacionadas con la asistencia sanitaria y de optimizacion del uso
de antibidticos, siendo una de sus estrategias la implementaciéon de la
secuenciacion masiva del genoma completo en la busqueda de resistencias
bacterianas de enterobacterias productoras de carbapenemasas.

1.2 FAMILIA ENTEROBACTERIACEAE

La familia Enterobacteriaceae es el grupo mds grande y heterogéneo de
bacilos gramnegativos con mayor importancia clinica. Se han descrito 47
géneros y existen diversos grupos que recogen todo un conjunto de
Enterobacteriaceae que no se han clasificado adn
(www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy). Estos géneros se clasifican en funcion de
caracteristicas bioquimicas, estructura antigénica, andlisis molecular de sus
genomas y composicion de proteinas(1). La mayoria de las bacterias de la
familia Enterobacteriaceae son flora comensal intestinal y sélo algunas de ellas
constituyen el grupo de patdégenos mds comunes en el ser humano (Tabla 2).

Los miembros de la familia Enterobacteriaceae son bacilos
gramnegativos 'y no forman esporas. Todos los miembros son
aerobios/anaerobios facultativos y crecen en medios no selectivos (agar
chocolate) y selectivos (agar MacConkey). Tienen requerimientos nutricionales
sencillos: fermentan la glucosa, reducen los nitratos y son catalasa positivos y
oxidasa negativos (a excepcion del género Plesiomonas).



Tabla 2.- Principales Enterobacteriaceae

Citrobacter freundii
koseri
Enterobacter cloacae
Escherichia coli
Hafnia alvei
Klebsiella aerogenes
pneumoniae
oxytoca
granulomatis
Morganella morganii
Plesiomonas shigelloides
Providencia stuarti
reftgeri
Proteus mirabilis
Salmonella enterica
Serratia marcescens
Shigella dysenteriae
flexneri
boydii
sonnei
Yersinia pestis

enterocolitica

psudotuberculosis
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De esta forma podemos diferenciar especies de enterobacterias que
poseen capacidad patdégena primaria causando infecciones en personas
sanas como Salmonella, Shigella, Yersinia y algunos serotipos de Escherichia coli
(como E. coli enterohemorrdgico serotipo O157:H7) y patdégenos causantes de
las infecciones oportunistas, siendo los mds prevalentes: Escherichia coli,
Klebsiella spp, Citrobacter spp., Enterobacter cloacae, Serratia marcescens,
Morganella morganii, Providencia stuartii, Proteus mirabilis y Proteus vulgaris.
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La pared celular de las enterobacterias estd compuesta por una
estructura de varias membranas (Figura 1). La membrana externa es una bicapa
lipidica que compone la mayor parte de la pared celular, y estd compuesta por
fosfolipidos, proteinas y polisacdridos. Los lipidos y polisacdridos se unen a la
membrana externa y forman un complejo denominado lipopolisacdrido (LPS).
La proporciéon lipidica del LPS estd anclada a la membrana externa y se
denomina lipido A, el cual es una endotoxina formada por dcidos grasos
insaturados. La regién de polisacdridos forma el core o nUcleo y en su extremo
se encuentra una region hidrofilica formada por una secuencia repetitiva de
azucares denominada polisacdrido especifico O. Las variaciones de los
azucares son las responsables de la especificidad del antigeno somdatico O y

virulencia de estas bacterias.
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Figura 1.- La parea celular de las bacterias gramnegativas (3).

La membrana externa de las bacterias Gram negativas es relativamente
permeable a pequenas moléculas pese a su composicidon de bicapa lipidica.
Esto se debe ala presencia de unas proteinas fransmembrana llamadas porinas,
gue actian como canales para la entrada y salida de sustancias hidrofilicas de
bajo peso molecular. Las porinas inespecificas forman poros de agua a fravés
de los cuales puede pasar cualquier tipo de sustancia de pequeno tamano. Por
el contrario, las porinas especificas contienen una zona de unidn para un tipo
especifico de sustancia. La membrana mds interna se denomina memlbrana
citoplasmdtica, y estd constituida por lipidos y proteinas.

Entre la membrana externa y la membrana citoplasmatica de encuentra
el espacio peripldsmico, conteniendo diversas enzimas hidroliticas y proteinas
implicadas en el transporte de sustratos y la sintesis de la pared celular.

El peptidoglicano o mureina es otro componente esencial de la pared
celular. Se encuentra inmerso en el espacio peripldsmico y anclado por las

7
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lipoproteinas a la membrana externa. Frente a bacterias Gram positivas que
constituye cerca del 90% de su estructura, en bacterias Gram negativas sélo
representa cerca del 10% del total de la pared celular. Es un polisacdrido
formado por repeticiones de una unidad disacdrida, N-acetil-glucosamina
(NAG), unida mediante un enlace glucosidico B-1,4 al dcido N-acetil-murdmico
(NAM). De este Ultimo cuelga un pequeno grupo de aminodcidos que incluye
L-Alanina, D-Glutdmico, 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 ofra cadena). Estas uniones cruzadas
refuerzan la estructura de forma que proporciona rigidez y resistencia a la pared
celular (2).

Las enterobacterias tienen una estructura antigénica compleja. Ademas
del antigeno somdatico O visto anteriormente, las cepas moviles tienen unas
proteinas (las flagelinas) que se localizan en los flagelos y constituyen el antigeno
flagelar H. La mayoria de las enterobacterias son moviles, a excepcion de los
géneros Klebsiella y Shigella. Las cepas moviles estan rodeadas por flagelos
peritricos un gran nUmero de enterobacterias poseen, asimismo, fimbrias
comunes y pili sexuales. Las fimbrias comunes estdn codificadas por el
cromosoma y son los que dan la capacidad de la bacteria a adherirse a
receptores especificos de la célula anfitriona, mientras que los pili sexuales o
conjugativos facilitan el proceso de transferencia genética entre las bacterias.

La familia Enterobacteriaceae estd asociada a una gran variedad de
enfermedades como bacteriemia, infecciones infraabdominales, respiratorias,
urinarias.... Existen diversos grupos de antimicrobianos con actividad frente a
enterobacterias. Los antibidticos mds utilizados en estas infecciones son los B-
lactémicos seguidos de ofras familias de antimicrobianos como los
aminoglucdsidos o las quinolonas. Sin embargo, las bacterias han ido
desarrollando mecanismos de resistencia a los antibidticos. Esto, asociado al mal
uso de los antibidticos, que ha permitido seleccionar cepas multirresistente,
hace que su erradicacion sea cada vez mds complicada, urgiendo la
necesidad de nuevos fdarmacos para la eliminacidn de las bacterias
multirresistentes (3).
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1.3 ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS

Los antibidticos B-lactdmicos constituyen la familiac mds numerosa de
antimicrobianos y la mdas utilizada en la prdctica clinica. Se trata de antibidticos
de accidon bactericida lenta, con actividad dependiente del tiempo, con muy
buenas caracteristicas farmacocinéticas y escasa toxicidad, razén por la cual
son de amplia utilidad. Algunas modificaciones moleculares de los B-lactadmicos
de sintesis natural han dado lugar a compuestos con mayor espectro
antimicrobiano, pero la progresiva aparicion de resistencias limita su uso
empirico y su eficacia. Aun asi, la penicilina continda siendo el tratamiento de
eleccion en un amplio nUmero de infecciones; las cefalosporinas tienen un
amplio espectro de uso; los carbapenémicos se usan en infecciones
nosocomiales y en infecciones causadas por bacterias multirresistentes, y 1os
inhibidores de las B-lactamasas permiten recuperar el espectro de actividad de
las penicilinas a las que acompanan cuando la resistencia estd causada por la
produccion de enzimas B-lactamasas (4).

1.3.1 MECANISMO DE ACCION DE LOS ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS

Los antibidticos R-lactdmicos inhiben la sintesis de peptidoglicano en su
Ultima etapa, impidiendo la formaciéon de la pared bacteriana a través de dos
mecanismos de accién: mediante la inhibicidén de la sintesis de la pared
bacteriana y por induccion de la autolisis bacteriana. El final de la sintesis de la
pared bacteriana se produce por la pérdida del aminodcido terminal que
forma parte del pentapéptido del peptidoglicano. Esto se produce gracias a
unas enzimas con actividad transpeptidasa que se localizan en el espacio
peripldsmico. El anillo R-lactdmico presenta una similitud estructural con la
region del pentapéptido al que se unen estas enzimas (el exiremo D-Alanina). A
estas enzimas, impiden la sintesis de la pared celular. Estas enzimas reciben el
nombre de PBP (Penicilin Binding Proteins), porque son la diana de los
antibidticos B-lactdmicos. Este efecto se ve incrementado porla accién 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 p-lactédmico,
pero no se destruyen completamente (5).
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Figura 2.- Semejanza estructural entre la molécula de B-lactdmico y D-Alanina-D-
Alanina.

1.3.2 ESTRUCTURA Y CLASIFICACION

La presencia del anillo B-lactédmico define quimicamente a esta familia
de antibidticos: determina el mecanismo de accidon (inhibe la sintesis de la
pared celular), su escasa toxicidad (actua bloqueando las enzimas que
sintetizan el peptidoglicano, componente esencial de la pared celular propio
de las bacterias) y el principal mecanismo de resistencia (B-lactamasas). Sin
embargo, es necesaria la unidn de otros radicales al anillo B-lactédmico central
para obtener diferentes propiedades: mejora de la farmacocinética vy
farmacodinamia, espectro de accidon... Ademds, esto también da lugar a
diferentes grupos de B-lactédmicos: penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos,
monobactams e inhibidores de las B -lactamasas (4).

a) Penicilinas:

Estdn constituidas por un anillo B-lactdmico y un anillo de tiazolidina, que forman
un nucleo “penamo” o é-amino-penicilanico(6-APA). A este nlcleo, en el
carbono 6 del anillo B-lactdmico, se le une una cadena lateral variable que
conferird a cada B-lactdmico las diferentes caracteristicas farmacocinéticas y
anfibacterianas.

H
e
0 P
/" ~OH
O/\
Figura 3.- Estructura quimica de las penicilinas
Segun su espectro de accion, pueden clasificarse en:
» Penicilinas de primera generacion (bencilpenicilina o penicilina G vy
fenoxi-alquil-penicilina o penicilina V): su espectro de actividad abarca

bacterias Gram positivas y algunos cocos gramnegativos (como Neisseria
meningitidis).
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e Penicilinas antiestafilocécicas (meticiling, isoxazolil-penicilinas:
cloxacilina): se emplean para el tratamiento de infecciones causadas
por Staphylococcus resistentes a penicilina por producciéon de una B-
lactamasa plasmidica o penicilinasa.

e Aminopenicilinas (ampicilina, amoxicilina): su espectro de accidn es un
poco mds amplio, ya que ademds de tener el mismo espectro que la
penicilina G, actian también frente a bacterias del género
Enterococcus, Listeria, algunas enterobacterias y Haemophilus. Tienen
como ventaja que se administran via oral. Sin embargo, son inestables
frente a las B-lactamasas estafilocdcicas y de muchos bacilos Gram
negativos.

e Penicilinas antipseudomoénicas: las carboxipenicilinas (carbeniciling,
ticarcilina) y las ureidopenicilinas (piperacilina) presentan buena
actividad frente a bacilos gramnegativos incluyendo Pseudomonas
aeruginosa, sobre todo las ureidopenicilinas.

b) Cefalosporinas:

La estructura de las cefalosporinas se origina de la unidn del anillo B-lactédmico
con un anillo de dihidrotiazing, lo que origina el llamado ndcleo cefemo. A partir
del hongo Cephalosporium acremonium se obstuvieron las cefalosporinas
naturales C, Ny P, siendo la C la base de las nuevas cefalosporinas. A partir de
ella se obtiene el dacido 7-aminocefalospordnico (7-ACA), que ha sido
modificado con diferentes cadenas laterales, dando lugar a diferentes
generaciones.

Las modificaciones realizadas en la molécula van encaminadas a aumentar el
espectro, mejorar las propiedades farmacoldgicas e incrementar la resistencia
frente a las B-lactamasas. Las variaciones infroducidas en el carbono 7 (C7) del
7-ACA modifican su actividad antibacteriana, la sustitucidon en posicion 3 del
anillo dihidrotiazinico origina modificaciones de cardcter farmacocinético, y la
presencia del grupo metiltiotetrazol en posicién 3 del anillo dihidrotiazolidinico
estd relacionado con efectos adversos como alteraciones de la coagulaciéon e
intolerancia al alcohol. Las moléculas con un grupo metoxi en posicion 7 del 7-
ACA constituyen el grupo de las cefamicinas.

RTH\ -

(0] /-—N P

X

COOH

Figura 4.- Estructura quimica de las cefalosporinas.
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Las cefalosporinas se clasifican en cuatro generaciones en funcion de sus
caracteristicas generales de accion antimicrobiana:

e Cefalosporinas de primera generacion: su espectro de accién son los cocos
grampositivos  (Staphylococcus aureus sensible a meticilina, Streptococcus
pneumoniae, Streptococcus pyogenes) y tienen una actividad moderada frente
a las gramnegativas mds sensibles. Dentro de esta generacion, se encuentran la
cefalotina, cefazolina, cefalexina, etfc.

e Cefalosporinas de segunda generacion incluye un grupo heterogéneo

caracterizado por un incremento del espectro de accién frente «
gramnegativos. Se caracterizan por ampliar su espectro frente a algunas
enterobacterias oportunistas, H. influenzae y Moraxella catharralis. Sin embargo,
disminuye su actividad frente a Gram positivos. Son, por ejemplo, cefuroxima y
cefaclor.
Dentro de esta segunda generacién cabe destacar un grupo, las cefamicinas o
7-a-metoxi-cefalosporinas. Son activas frente a algunas enterobacterias v,
ademds, proporcionan estabilidad frente a la hidrdlisis por B-lactamasas.
Cefoxitina y cefotetdn representan el grupo de las cefamicinasas.

e Cefalosporinas de tercera generacion son mucho mds activas frente a
gramnegativos y anaerobios, y proporcionan un aumento de la resistencia a las
B-lactamasas con respecto alas anteriores generaciones. Pero esto supone que
sean menos activas que las cefalosporinas de primera generacion frente a los
cocos Gram positivos. Se caracterizan por una elevada actividad sobre Ias
enterobacterias, y algunas, como ceftazidima, frente a P. aeruginosa y ofros
gramnegativos no fermentadores. Las mds importantes son cefotaxima,
ceftazidima, ceftriaxona y cefixima.

e Cefalosporinas de cuarta generacion son moléculas que se caracterizan por
presentar un amplio espectro, tanto frente a grampositivos como estreptococos
y estafilococos, aunque con menor actividad que las cefalosporinas de primera
generacién; como a gramnegativos, incluida P. aeruginosa. Las mejores
caracteristicas de las cefalosporinas de cuarta generacién se deben a que
atraviesan mejor la pared celular y el aumento en la afinidad por PBPs. Cefepime
y cefpirome son las Unicas cefalosporinas que pertenecen a este grupo.

e Cefiderocol (7): es la primera cefalosporina sideréfora aprobada para el
fratamiento de infecciones graves de bacterias gramnegativas. Es estable frente
a las cuatro clases de B- lactamasas de Ambler, incluidas las
metalobetalactamasas. La estructura quimica del cefiderocol es similar a la
cefepima, una cefalosporina de cuarta generacion, con una diferencia
importante en la presencia de un grupo catecol en la cadena lateral en la
posicién 3 de cefiderocol. Este catecol actia como un compuesto siderdforo
que se une al hierro libre y se transporta activamente a través de la membrana
externa de las bacterias gramnegativas hacia el espacio peripldsmico utilizando
el sistema de tfransporte activo de sideréforo de la bacteria.
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c) Monobactams

Los monobactams se caracterizan por ser monociclicos, es decir, tienen
en su estructura un solo anillo B-lactédmico(8). Son derivados del dcido 3-
aminomonobactdmico (3-AMA), y el Unico con actividad clinica es el
aztreonam. Este compuesto posee actividad Unicamente frente a bacterias
gramnegativas aerobias como enterobacterias, Pseudomonas spp., Neisseria
spp. Yy Haemophilus influenzae, pero carece de actividad confra grampositivos
y anaerobios.

El aztreonam, a diferencia de otros B-lactdmicos, es una monobactama
que contiene un grupo sulfénico que le confiere su actividad. Es sobre todo
bactericida, actuando principalmente en el tercer y ultimo paso de la sintesis
de la pared celular bacteriana uniéndose de forma irreversible a determinadas
PBPs. De los varios tipos de PBPs, el aztreonam muestra mayor afinidad con la
PBP-3, responsable de la produccion del septum durante la division celular. La
inhibiciéon de la pared celular ocasiona la elongaciéon de la bacteria con rotura
de la pared y finalmente acaba con la lisis y muerte de la bacteria. Ademds, el
aztreonam no favorece la produccion de B-lactamasas inducibles.

S
( ?/NH;,

o 0
o) NH,  .CH
OH ‘

3

N\

o SO.H

Figura é.- Estructura quimica del Aztreonam.
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d) Carbapenémicos

Los carbapenémicos derivan de la tienamicina, la cual se obtiene de un
compuesto que produce Streptomyces catleya. Su estructura contiene un anillo
B-lactédmico fusionado a un anillo insaturado de 5 &tomos. Para ejercer su
accion deben atravesar la pared celular para acceder a las PBP, lo que es facil
en Gram positivos, pero mdas complicado en gramnegativos. Sus caracteristicas
estructurales les permiten atfravesar la pared mediante las porinas de la
membrana externa

Poseen un espectro de actividad muy amplio, determinado por la
capacidad de penetrar a través de la pared de los gramnegativos, la alta
afinidad por las PBP esenciales de muchas especies y la elevada resistencia a
muchas B-lactamasas. En general, el espectro es similar, aungue hay algunas
diferencias en su actividad intrinseca. Constituyen el grupo de B-lactdmicos con
mayor espectro de actividad, por lo que deberian utilizarse exclusivamente en
infecciones producidas por microorganismos resistentes al resto de B-lactdmicos,
limitdndose su uso al dmbito hospitalario (9-11). Los principales carbapenémicos
son: imipenem, meropenem, ertapenem y doripenem.
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Figura 7.- Estructura quimica de carbapenémicos.

e Imipenem: es un derivado N-formimidoil-tienamicina. Se administra
combinado con cilastatina, fdrmaco que inhibe la degradacion de
dicho antibidtico por la accidén de una dehidropeptidasa en los tUbulos
renales (DHP-1). Imipenem es menos bactericida que meropenem o
doripenem en P. aeruginosa. Posee gran actividad confra cocos
grampositivos, excepto Staphylococcus resistentes a meticiling, y frente a
numerosas bacterias gramnegativas.
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e Meropenem: Es un derivado dimetilcarbamoilico pirolidinilico de la
tienamicina, y tiene la ventaja de no necesitar ser administrado con
cilastatina porque no es sensible a la dehidropeptidasa renal (12). Su
accioén es similar al imipenem pero es mdas activo contra Acinetobacter
spp. Yy algunas cepas de P. aeruginosa resistentes a imipenem, pero
muestra menor actividad contra cocos grampositivos.

e Ertapenem: su espectro de actividad contra grampositivos,
enterobacterias y anaerobios lo convierte en un fdrmaco muy empleado
en infecciones graves de adquisicion comunitaria, ya que carece de
actividad frente a P. aeruginosa, Acinetobacter spp. y otros bacilos
gramnegativos no fermentadores.

e Doripenem: es similar o ligeramente superior a meropenem en
gramnegativos, equivalente a imipenem en grampositivo.

Frente a enterobacterias todos los carbapenémicos poseen una elevada
actividad intrinseca, tanto en cepas sensibles como en resistentes a ofros
antimicrobianos, incluidos los B-lactdmicos.

Todos los carbapenem son estables frente a la mayoria de las B-
lactamasas clinicamente significativas: B-lactamasas de espectro extendido
(ESBL) y cefamicinasas plasmidicas tipo AmpC si bien, son sensibles a la accién
de las carbapenemasas (13).

e) Inhibidores de las B-lactamasas

El mecanismo mds importante de resistencia a los antibidticos B-
lactdmicos es la produccion bacteriana de enzimas que hidrolizan los
antibidticos B-lactdmicos, se denominan B-lactamasas.

Desde que se detectd la primera B-lactamasa, se han desarrollado
diferentes moléculas que son capaces de unirse de forma irreversible a las B-
lactamasas e inhibir su accion. Ademds, cuentan con una baja actividad
antibacteriana. Los inhibidores de B-lactamasas se comportan como inhibidores
suicidas de los antibidticos B-lactdmicos, y para ejercer su accidon deben ser
hidrolizados previamente por una B-lactamasa. Debido a que el centro activo
de la enzima estd preparado para actuar especificamente en el anillo B-
lactdmico, las sustancias inhibidoras de las B-lactamasas se parecen
estructuralmente al antibidtico. Por tanto, cuando la enzima bacteriana rompe
e hidroliza el anillo, la enzima queda unida de forma covalente y no puede
seguir actuando sobre ofras moléculas(14).
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Estos agentes se asocian a un B-lactdmico de forma que lo protege de la
destruccion por B-lactamasas, aumentando asi su espectro. Los empleados en
clinica son el dcido clavuldnico, sulbactam, tazobactam, avibactam vy
recientemente se han incorporado el vaborbactam y relebactam (15).
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Figura 8.- Inhibidores de B-lactamasas.

e Acido clavulénico. El dcido clavuldnico fue el primer inhibidor suicida
descrito en la literatura (16), se obtiene de Streptomyces clavuligerus.
Contiene un anillo B-lactédmico en su estructura quimica y difiere de las
penicilinas G y V en el segundo anillo, que es una oxazolidina en vez de
tiazolidina. El dcido clavulanico se une fuertemente cerca del sitio activo
de las B-lactamasas, blogqueando su actividad y mejorando los efectos
antibacterianos. En la prdactica clinica se combina con amoxicilina.

e Sulbactam: es un inhibidor semisintetico, su anillo B-lactdmico se une
ireversiblemente a la enzima y previene la degradacion del antibidtico
B-lactdmico. Se combina con ampicilina y cefoperazona. Su espectro es
similar al de amoxicilina/clavuldnico, con la diferencia que ésta tiene
actividad frente a Acinetobacter baumanii cuando se combina con
ampilicina y sobre P. aeruginosa cuando se combina con cefoperazona.

e Tazobactam. Pertenece a la clase de acidos penicildnicos en donde uno
de los metilos unidos al anillo B-lactdmico ha sido sustituido por un grupo

triazol. Se combina habitualmente con piperacillina.

e Avibactam: pertenece a la clase de los azabicicloalcanos, en donde un
hidrogeno del grupo amino en posicion 6 es sustituido por un grupo

16
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sulféxido. Es estructuralmente diferente de otros inhibidores porque no
contiene el anillo B-lactédmico cldsico. Presenta un mecanismo de accién
novedoso, en donde el anillo se abre, pero su unidn es reversible. Este
mecanismo favorece una gran eficacia para inhibir la hidrdlisis de los
antibidticos B-lactdmicos que ejercen tanto las B-lactamasas plasmidicas
como las cromosémicas. Se combina con ceftazidima y meropenem.

e Relevactam: es un diazabiciclooctano que difiere de la estructura del
avibactam por la presencia de piperidina en en carbono 2 del grupo
carbamoil. Este anillo se carga positivamente a pH fisiolégico, lo que
favorece su retencion en el interior celular bacteriano, debido a que no
puede ser expulsado gracias a su carga, mejorando su actividad. Se
combina con imipenem/cilastatina.

e Vaborbactam: su estructura la constituye un dcido bordnico ciclico. que
tiene alta afinidad sobre las serin B-lactamasas, gracias a la formacion de
una unién covalente entre el boro vy el resto de serina de la enzima. Se
utiliza en combinacidén con meropenem.

Existen otros nuevos inhibidores de B-lactamasas. Zidebactam, que se
combina con cefepime, ha demostrado eficacia en la inhibicion de
enterobacterias productoras de B-lactamasas tipo AmpC, ESBL, K1, KPC y OXA-
48 like, P. aeruginosa y Stenofrophomonas maltophilia. Enla actualidad, no esta
comercializado en Espana. Otro es Nacubactam (aiun en ensayos clinicos).
Tiene un mecanismo de accion dual: inhibe a las serin B-lactamasas (clase A, C
y algunas de clase D) y fambién presenta alta afinidad de unién por las PBP2 de
las bacterias Gram negativas. Esta combinaciéon también es efectiva frente a K.
pneumoniae resistente a carbapenémicos y frente a las metalo-B-actamasas
por un mecanismo de accidn similas a avibactam (17).

e) Nuevas combinaciones de B-lactdmicos/inhibidores de B-lactamasas (17):

e Ceftolozano/tazobactam: esta combinacién tiene un amplio espectro
frente a Gram positivos y Gram negativos aerobios y anaerobios,
incluyendo aquellas productoras de B-lactamasas plasmidicas, como las
de espectro extendido y Pseudomonas spp.

e Ceftazidima/avibactam: presenta actividad invitro frente a infecciones
graves causadas por gramnegativos, incluyendo una amplia gama de B-
lactamasas de amplio espectro, AMPc, carbapenemasas de K.
pneumoniae, OXA-48 producida por enterobacterias y aislados de P.
aeruginosa multirresistente. Avibactam no es activo frente a metalo-B-
lactamasas producidas por Acinetobacter baumanii. La eficacia clinica
de ceftazidima/avibactam ha demostrado no ser menor que la terapia
con carbapenémicos.
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¢ Imipenem-cilastatina/relebactam: presenta actividad frente a P.
aeruginosa resistente a carbapenémicos y frente a enterobacterias
productoras de ESBL y resistentes a carbapenémicos. La combinacion no
es activa frente a OXA-48 ni metalo-B-lactamasas.

e Meropenem/vaborbactam: su uso se restringe al fratamiento de
gramnegativos resistentes a carbapenémicos. Tiene actividad in vitro
frente enterobacterias productoras de KPC, P. aeruginosa y A. baumanii.

Aungue estas combinaciones han demostrado tener un amplio espectro de
accion, recientemente se estdn notificado casos de resistencia, lo que aumenta
el problema, ya creciente, en la bUsqueda de alternativas terapéuticas para
bacterias multirresistentes (18).

1.4 MECANISMOS DE RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS

La resistencia a los antimicrobianos es un problema con implicaciones
terapéuticas, epidemioldgicas, microbioldgicas y de salud publica (19).

La resistencia a los antimicrobianos puede ser intrinseca o adquirida. La
primera de ellas la presentan las bacterias de forma natural y se asocia a genes
cromosémicos. La resistencia adquirida puede obtenerse como consecuencia
de la adquisicion de nuevo material genético procedente de otras bacterias.
Esta informacion puede estar contenida en pldsmidos, transposones ©
infegrones, que se ftransfieren de manera horizontal enfre bacterias; o
alcanzarse por mutaciones cromosomicas en el DNA originadas por errores en
su replicacion en presencia del antibidtico, y se transmitird de manera vertical a
sus células hijas.

Con frecuencia, estos mecanismos no se desarrollan de forma aislada, sino que
nos encontramos que las cepas resistentes a una familia de antibidticos también
lo es a otras familias con mecanismos de accion o resistencia diferentes,
proporcionando a la bacteria un nivel de resistencia mayor a los antibidticos.
Esto produce que los fratamientos sean insuficientes, lo que conlleva un fracaso
terapéutico (20,21).

1.4.1 TRANSFERENCIA HORIZONTAL DE MECANISMOS DE RESISTENCIA.

Las bacterias pueden intercambiar material genético y asi adquirir los
distintos genes de resistencia lo que se denomina transferencia horizontal de
resistencia. Estos mecanismos pueden ser:
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a) Transformacion. Consiste en la adquisicion de ADN por parte de la bacteria
receptora a partir de ADN libre en el medio. Para que el fragmento de ADN
pueda incorporarse al material genético de la bacteria receptora, es necesario
que posea cierta homologia.

b) Transduccion. En este caso, la fransferencia del material genético se realiza
de una bacteria a otra a fravés de un bacteriéfago, virus que infectan
exclusivamente a las bacterios.

c) Conjugacion. Para que se produzca es imprescindible que las bacterias estén
en contacto directo. En los microorganismos gramnegativos participa en el
proceso un pili conjugativo, a través del cual se produce el intercambio de
material genético. Este mecanismo es el mds frecuente en las bacterias
gramnegativas para la movilizaciéon de genes de resistencia de antibidticos.

La transferencia horizontal de ADN mediante conjugacién estd mediada
por pldsmidos. Los pldsmidos son moléculas de ADN extracromosdmico,
bicateriano, circular y autorreplicativas. No codifica funciones esenciales para
la supervivencia de la bacteria que lo contiene. Sin embargo, le aporta ventajas
a la bacteria, ya que puede proporcionarle, por ejemplo, genes de resistencia
a diferentes antibidticos. Algunos plasmidos son fransferibles mediante
conjugaciéon (plasmidos conjugativos) y otros necesitan la accion de un
plasmido conjugativo coexistente en la misma bacteria (pladsmidos no
conjugativos moviles) (22).

Ademds de los mecanismos de transmision horizontal, el ADN exdgeno
puede adquirirse mediante otfros elementos genéticos moviles o transponibles.
Estos tienen la propiedad de fraslocarse e insertarse sitio de un genoma a otro
del mismo genoma, cromosémico o plasmidico, o de ofra bacteria. En este
proceso, estos elementos pueden movilizar junto a ellos genes de resistencia que
estaban en su interior, o crear una deleccidn o pérdida de bases, lo que puede
traducrise en una inactivacion de los genes. Denfro de los elementos
transponibles enconfrados destacan dos: las secuencias de insercion (IS) y los
transposones (Tn).

1.4.2 MECANISMO DE RESISTENCIA A B-LACTAMICOS

Los mecanismos de resistencia a antimicrobianos que se conocen en las
bacterias son: alteracion de la permeabilidad de la membrana y pérdida de
porinas, modificacion enzimdatica del antimicrobiano, rotura enzimdtica del
antimicrobiano, expulsion activa del antimicrobiano, modificaciéon o
hiperproduccion de la diana de accién y/o desarrollo de nuevas vias
metabdlicas (19) (Figura 9).
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Figura 9.- Mecanismos de resistencias en bacterias Gram negativas (19).

Las bacterias pueden desarrollar resistencia a esta familia de antibidticos por
diferentes mecanismos:

Reduccion de la permeabilidad de la membrana: los pB-lactdmicos son
sustancias poco lipdfilas, por lo que necesitan proteinas (poros) para
facilitar la entrada al espacio peripldsmico para unirse a su diana. Los
genes que codifican las porinas pueden sufrir mutaciones y producir
proteinas alteradas no funcionales o pueden disminuir su expresion,
dando en consecuencia bacterias deficientes en porinas, las cuales
presentan una baja permeabilidad al paso de los B-lactdmicos. Esta
barrera es una defensa que utilizan muchas bacterias. En el caso de los
carbapenems, la pérdida de porinas no suele conferir una resistencia
propiamente dicha, sino que eleva los valores de la concentracion
minima inhibitoria (CMI) sin superar los puntos de corte de resistencia. En
enterobacterias, intervienen diferentes porinas en el transporte de
carbapenémicos, pero son las porinas de gran tamano las mds
importantes en este proceso, siendo las que deben perderse para
disminuir significativamente la permeabilidad de la membrana externa a
los carbapenémicos (19).
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e Expulsion del antibidtico mediante bombas de expulsion: algunos
microorganismos desarrollan unos sistemas de bombeo muy eficaces
mediante los cuales expulsan al exterior de la célula bacteriana los
antibidticos (ej: Pseudomonas aeruginosa). En enterobacterias no se ha
descrito la participacidon de este tipo de bombas en el desarrollo de
resistencia a carbapenémicos.

e Modificacién de la diana de accién, las PBP (Penicilin Binding Protein),
mediante mutaciones o modificacion de la afinidad, que dificulta la
union del B-lactdmico a la proteina. Este mecanismo es muy frecuente
en los microorganismos Gram positivos, como Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA).

e Por hidrdlisis enzimatica del anillo B-lactdmico por enzimas B-lactamasas:
se inactiva al antibidtico antes de su unidn con las PBP. Este mecanismo
de resistencia es el principal en bacterias Gram negativas (5). Su
produccion puede estar mediada por pldsmidos o codificada en el
cromosoma. En el primer caso, pueden ser transferibles y suelen ser
inactivadas por los inhibidores de las B-lactamasas.

1.4.3 B-LACTAMASAS

El mecanismo de accién de las B-lactamasas se basa en la formacién de
un complejo no covalente con el anillo B-lactdmico. En esta unidbn enzima-
sustrato se forma una estructura acil-enzima por unién del antibidtico con el
grupo hidroxilo de la serina del centro activo. Finalmente se libera el producto
de la hidrdlisis, quedando la enzima nuevamente libre para su accion.
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Figura 10.- Hidrdlisis de la bencilpenicilina por una B-lactamasa (23).

En 1983 se descubrié en Alemania la primera enzima capaz de hidrolizar
las cefalosporinas de mds amplio espectro (SHV-2), inaugurando el capitulo de
las BLEE (6) Entre 1986 y 1992 aparecieron, casi simultdneamente, las primeras
CTX-M en diferentes paises. El grupo CTX-M ha adquirido una gran relevancia
epidemioldgica debido a su dispersion intra y extrahospitalaria. Se han aislado
en casi todas las enterobacterias, en particular en Klebsiella pneumoniae, E. coli
y Enterobacter. Actualmente se detectan, sobre todo, en E. coli y en pacientes
con infecciones contraidas en la comunidad, produciéndose un flujo de
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aislados desde este ambiente al medio hospitalario. Su éxito epidemioldgico se
debe a la presencia de genes blag g en elementos moviles (pldsmidos o

transposones) y su asociacion a integrones, mds que a su diseminaciéon clonal,
como SHV y TEM.

En 1991, en Turquia, y mds tarde en Francia, se detectaron por primera
vez oxacilinasas, que se inhibian débilmente por el dcido clavuldnico pero que
conferian, por lo demds, un fenotipo similar al de las BLEE. Resultaron ser
mutantes de las B-lactamasas tipo OXA, la mayoria de OXA-10. Estas, aunque
principalmente afectan a Pseudomonas, también se han descrito en
enterobacterias (24).

Las B-lactamasas se han clasificado en funcidn a su estructura molecular
0 segun su funcion:

Clasificacion molecular: en funcién de su estructura proteica(25) , dividiendo las
B-lactamasas en 4 clases (A-D). Las B-lactamasas de las clases A, C y D necesitan
un aminodcido de serina para llevar a cabo su actividad hidrolitica, mientras
que las enzimas de la clase molecular B (o0 metalobetalactamasas) requieren un
idn de zinc divalente, y son las llamadas metaloenzimas.

Clasificacion funcional: en funcién de sus caracteristicas bioquimicas vy
funcionales (23). Se establecen 4 grupos diferentes, los cuales se subdividen en
funcidén del sustrato y el perfil de inhibicidn. Esta clasificacion es mds Util a nivel
clinico y microbiolégico ya que refleja la resistencia selectiva a diferentes clases
de antibidticos B-lactdmicos y diferentes patrones de inhibicion.

Segun esta clasificacion, las B-lactamasas quedan divididas en 4 grupos, que se
relacionan mds fenotipicamente con lo que se ve enla clinica. Estos grupos son:

e Grupo 1: tienen accién cefalosporinasa, no se inhiben ni con dcido
clavuldnico ni EDTA.

e Grupo 2: formado por enzimas con accidon cefalosporinasa y penicilinasa,
ni con posibilidad de ser inhibidas por dcido clavuldnico.

e Grupo 3: se correlacionan con las metaloproteasas (grupo B) y por lo
tanto, se inhiben con EDTA pero no con dcido clavuldnico.

e Grupo 4: son las penicilinasas no inhibibles por dcido clavuldnico, como
algunas producidas alguna Pseudomonas aeruginosa.
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Tabla 3.- Clasificacion de B-lactamasas (adaptada de Bush & Jacoby (23))

Grupo Clase

Sustratos
preferidos

Inhibidos por:

Ac.

clavuldnico

Enzimas
representativas

@

> > 0

> >

>

N
0
> >

2ce

@ >

lve)

> O O O

Cefalosporinas

Cefalosporinas
Penicilinas
Penicilinas,
cefalosporinas
Cefalosporinas de

espectro
extendido y
monobactdmicos
Penicilinas

Cefalosporinas de
espectro
extendido y
monobactdmicos
Carbenicilinas
Carbenicilinas,
cefepime
Cloxacilina

Cefalosporinas de
espectro
extendido

Carbapenémicos
Cefalosporinas de
espectro
extendido
Carbapenémicos
Carbapenémicos

Carbapenémicos

No
No
Si
Si

Si

No
No

Si
Si

Variable

Variable

Variable
Si

Variable
No

No

No
No
No
No

No

No
No

No
No

No
No

No

No
No
Si

Si

AmpC, ACT-1, CMY-
2, FOX-1

GC1, CMY-37

PCI

TEM-1, TEM-2, SHV- 1

TEM-3, SHV-2, PER- 1,
CTX-M-15, VEB-1

TEM-30, SHV-10
TEM-50

PSE-1, CARB-3
RTG-4

OXA-1, OXA-10
OXA-11, OXA-15

OXA-23, OXA-48
CepA

KPC-2, IMI-1, SME-1
IMP-1,  VIM-1, CrA,
IND-1

CphA, Sfh-1

La resistencia a los carbapenémicos en bacterias Gram negativas ocurre
principalmente por la combinacién de dos o mds de los mecanismos de
resistencia antes mencionados. Si bien, lo mds frecuente es la produccién de

carbapenemasas o B-lactamasas del grupo AmpC.

Las B-lactamasas tipo AmpC o cefalosporinasas pertenecen al grupo 1
de la clasificacion de Bush-Jacoby- Medeiros y a la clase C de la clasificacion
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estructural de Ambler. Se caracterizan por hidrolizar penicilinas, cefamicinas,
oximinocefalosporinas y monobactams, pero no son activas frente a
cefalosporinas de cuarta generaciéon y carbapenémicos. 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 carbapenem. Los genes bla, ., .. due se encuentran en el cromosoma de

algunos bacilos gramnegativos, se han integrado en elementos genéticos
transferibles, lo que ha permitido su difusion a microorganismos que carecen de
forma natural de ampC cromosémico o lo expresan a bajo nivel. La prevalencia
de las infecciones causadas por bacterias productoras de AmpC plasmidica
varia en funcion del fipo de enzima y la localizacion geogrdfica, siendo blacpy-

o la enzima de distribucion mas universal (26). ACT-1, CMY-4 y ACC-1 son algunas

de las B-lactamasas tipo AmpC presentes en pldsmidos que se han identificado
en enterobacterias resistentes a los carbapenems (26).

1.4.4. CARBAPENEMASAS

El mecanismo mds importante de resistencia a carbapenémicos en
enterobacterias es la produccidn de carbapenemasas, aungue dicha
resistencia también puede ser debida a la combinacién de B-lactamasas tipo
AmpC o, en menor medida, B- lactamasas de espectro extendido, combinadas,
como hemos indicado, con la disminucidon de la permeabilidad de la
membrana externa, ya que por si solas su capacidad hidrolitica frente a
carbapenems es muy pobre (18). Algunos estudios han identificado la alteracion
de las PBP como ofro posible mecanismo causante de la resistencia a
carbapenems en enterobacterias (27,28).

Las carbapenemasas son enzimas que hidrolizan carbapenémicos, pero
también actuan frente a otros B-lactdmicos, aunque su espectro depende de
la especificidad de cada enzima. Ademds, son resistentes a la accion de
inhibidores de B-lactamasas (como el dcido clavuldnico o el tazobactam).
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.
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Tabla 4.- Perfiles hidroliticos de carbapenemasas descritas en Enterobacterias (29).

Clase Penicilinas Cefalosporinas  Cefalosporinas  Acido Aztreonam
molecular dely2 de3y4 clavulanico/
EDTA
A + +2 +/V t/- +b
B + + + -/+ -
D + + o _/i +

. a - b . .
V: variable. “Cefamicinas no suelen ser sustrato de las carbapenemasas de clase A. ~ Algunas enzimas tipo
GES no hidrolizan Azireonam.

En un principio, la resistencia a carbapenémicos sélo fue descrita en
algunas especies de bacilos Gram negativos no fermentadores, como
Pseudomonas aeruginosa o Acinetobacter baumannii, pero cada vez se
encuentra en la literatura mds casos de enterobacterias portadoras de estas
enzimas, aunque de manera casual (30). La situacion es cada vez mds
preocupante dado que estas enzimas se localizan en elementos genéticos
moviles pudiendo diseminarse entre diferentes especies. Ademds, otros
determinantes de resistencia suelen estar albergados en las mismas estructuras
pudiendo transferirse de forma conjunta y provocar la multirresistencia (31).

Las carbapenemasas se agrupan en las diferentes clases moleculares de
Ambler (25)que se corresponden con diferentes grupos funcionales de la
clasificaciéon de Bush y Jacoby del ano 2010, en la que se establecen 3 grupos
(23):

Carbapenemasas

W Clase B o metalo-B-lactamasas Clase D

OXA-48

[
Cromosoémicas Plasmidicas

Derivados

Figura 11.- Clasificacion de carbapenemasas.
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La clase A de Ambler corresponde con el grupo 2f de Bush y Jacoby. Son las
que presentan mayor diversidad vy distribucidn. Se caracterizan por la
capacidad para hidrolizar penicilinas, cefalosporinas, aztreonam vy
carbapenems; y han sido identificadas en enterobacterias y en bacilos
gramnegativos no fermentadores. Su actividad es inhibida por écido bordnico,
pero parcialmente por dcido clavuldnico y tazobactam.

e Sme (“Serratia marcescens enzyme”), IMI-1 (imipenem-hydrolyzing B-
lactamasas), NmcA (“not metallo enzyme carbapenemase”): estos tres
grupos enzimdaticos estdn codificados por genes cromosdmicos.
Hidrolizan a diferentes sustratos como penicilinas, algunas cefalosporinas,
aztreonam y carbapenems. Las enzimas IMI fueron descubiertas en 1984
en Estados Unidos en Enterobacter cloacae (30).

e GES (Guiana Extended-Spectrum B-lactamasas): fueron descubiertas en
el ano 2000. Los genes blagg suelen estar codificados en integrones de

clase 1 localizados en plasmidos, pero se han descrito genes codificados
cromosémicamente en algunas enterobacterias (22).

e KPC ‘“Klebsiella pneumoniae carbapenemase”. Denfro de las
carbapenemasas de clase A, son las enzimas con mayor importancia
epidemioldgica. Desde la primera descripcion en 1996 en Carolina del
Norte en Klebsiella pneumoniae, las bacterias productoras de KPC se han
propagado por todo el mundo. En la actualidad se han descrito 24 alelos
del gen blakec (32). La enzima KPC se encuentra codificada por el gen
blac, localizado en el transposoén Tn4401, derivado de Tn3, o en

elementos genéticos similares a Tn4401, el que a su vez se encuentra
portado, principalmente en pldsmidos, aungque también ha sido
informado en el cromosoma (33).

La clase B de Ambler (grupos 3a y 3b) comprende las carbapenemasas que
actian frente a todos los B-lactdmicos excepto aztreonam. Son las llamadas
metalo-B-lactamasas (MBLs), ya que son inhibidas por quelantes de cationes
divalentes como el EDTA (dcido etilen-diamino-tetra-acético) o el dacido
dipicolinico debido a que su mecanismo de hidrdlisis depende de la interaccion
con un ién Zn*2 en su sitio activo, pero no se ven afectados por los inhibidores
clasicos (acido clavuldnico, tazobactam, sulbactam). Entre ellas, encontramos
diferentes enzimas como VIM, IMP, NDM, SPM, SIM y GIM, siendo las mds
importantes las tres primeras (33), las cuales se han descrito en fodo el mundo y
en Europa cobran especial importancia en Grecia, Francia y Espana.

e VIM (“Verona integron-encoded metallo-b-lactamase”): las primeras VIM
fueron aisladas de una cepa de P. aeruginosa resistente a carbapenems
en 1997, en Verona (ltalia). Desde entonces, se han registrado 46
variantes de estas enzimas, principalmente en cepas de P. aeruginosa, E.
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coli, K. pneumoniae y E. cloacae. Suelen estar codificadas en integrones
de clase 1, dentro de transposones, junto con otros genes de resistencia
como a aminoglucdsidos, cloranfenicol y sulfonamidas dando lugar a
cepas multirresistentes (34).

e NDM (“New Delhi metallo-beta-lactamase”): estas enzimas se han
propagado rdpidamente y ahora las encontramos en diferentes paises,
sobre todo en enterobacterias(35). En comparacién con oftras
carbapenemasas, NDM-1 tiene unas caracteristicas que son muy
desconcertantes para la salud publica mundial debido a que el gen
blayom, S€ encuentra en diferentes especies no relacionadas, y se
propagan con frecuencia creciente en especies muy prevalentes como K.
pneumoniae y E. coli.

e IMP (“active on imipenem”): la primera enterobacteria con el gen blae

fue aislada en Serratia marcescens en Japdn (36). Este gen tfiene en
comun con blay,, que ambos suelen enconfrarse albergados en
infegrones de clase 1, junto con ofros genes de resistencia a otras familias
de antibidticos. Suelen estar localizados en transposones y pldsmidos, lo
que facilita su diseminacidn.

La clase D de Ambler (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) vy la inhibicidon por el dcido clavuldnico es variable, siendo
dificultoso su estudio por test fenotipicos con inhibidores. 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 mdas dificiles de identificar y, por tanto, su prevalencia real
podria ser subestimada (24). Estas enzimas han sido identificadas en P.
aeruginosa, Acinetobacter spp.y enterobacterias (37). Hay descritas mds de 400
tipos de B-lactamasas tipo OXA, de las cuales solo se consideran
carbapenemasas 127 (grupo 2df de Bush), entre ellas, OXA-23, 27, 40, 48, 50, 51,
55 y 58, que se han identificado en el género Acinetobacter (38). El primer
productor de OXA-48 fue identificado en una cepa de K. pneumoniae en
Turquia en 2003 (39), y desde entonces su distribucion ha sido tal que numerosos
paises de Europa y Africa.
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1.4.5 MECANISMOS DE RESISTENCIA A OTROS ANTIBIOTICOS
RELACIONADOS.

La resistencia a B-lactdmicos en enterobacterias y otros gramnegativos
estd mediada principalmente por B-lactamasas. Muchos tipos de estas enzimas
son de gran relevancia clinica, y su produccion origina microorganismos
multirresistentes.  El  tratamiento antimicrobiano frente a estas cepas
multirresistentes es cada vez mads limitado, de forma que la seleccion de los
agentes antimicrobianos adecuados depende de la sensibilidad in vitro de los
mismos y del foco de la infeccion.

Ademds, estos microorganismos suelen presentar de forma concomitante
resistencia a ofros antimicrobianos usados en la practica clinica para el
tfratamiento de infecciones por enterobacterias productoras de B-lactamasas.
Entre estos antimicrobianos figuran los aminoglucésidos, fluorquinolonas,
trimetroprim/sulfametoxazol y la resistencia a los mismos suele ser por otros
mecanismos asociados(40,41). Muchos aislados son sensibles a amikacina o
gentamicina y la mayoria de-es-aislados son sensibles a tigeciclina y colistina
(48). Existen estudios que demuestran la sinergia con el uso de tratamientos
combinados, en especial con un carbapenémico mds un agente activo
(aminoglucésidos, colistina o tigeciclina)(42).

Las fluorquinolonas actian sobre las enzimas topoisomerasas. Son
antimicrobianos de amplio espectro muy usados en la prdctica clinica. En los
Ultimos anos se ha observado un aumento en la tasa de resistencias, sobre todo
en bacterias Gram negativas. En éstas, la diana principal es la ADN girasa
(topoisomerasa ll), codificada por el gen gyrA, primero en el que aparecieron
mutaciones en una region concreta denominada «region determinante de la
resistencia a quinolonasy (quinolone resistance determining region (QRDR). El
uso continuado de fluorquinolonas en bacterias que presentan primeras
mutaciones en los genes gyrA producen consiguientes mutaciones en el gen
parC (codificante de la topoisomerasa V) finanlizando con la resistencia a
todas las quinolonas.

Otros mecanismos de resistencia que afectan a las fluorquinolonas son la
pérdida de porinas y la sobreexpresion de bombas de eflujo. Como la
alteracionen la expresion de las bombas de eflujo acrAB que se ve afectada
cuando se producen mutaciones en acrA, un represor de esta bomba,
aumentando asi su expresion y generando resistencia a quinolonas (43-45).

Hasta la fecha se han descrito 3 tipos de determinantes plasmidicos de
resistencia a quinolonas (DPRQ): los genes gnr, que codifican proteinas de
repeticiones pentapeptidicas; la variante de una acetiltransferasa, aac(é')-lb-
cr, que afecta a quinolonas con un grupo piperazinil (por ejemplo,
ciprofloxacino y norfloxacino), y las bombas de expulsion activa OgxAB (muy
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frecuente en el cromosoma de Klebsiella pneumoniae) y QepA. En las 2 Ultimas
décadas se estd observado un aumento a nivel global de la prevalencia de los
DPRQ (46,47). La resistencia a quinolonas es mds frecuente en enterobacterias
gue presentan resistencia a B-lactdmicos por produccion de B-lactamasas de
espectro extendido (ESBL), B-lactamasas de clase C adquiridas o
carbapenemasas (48).

Los aminoglucdsidos son antimicrobianos cuya diana de accion es el
ribosoma, e interfieren en la sintesis de proteinas. Las bacterias Gram negativas
pueden generar resistencia a estos antibidticos mediante tres mecanismos:
alteracion de la diana por mutaciones en el sitio de acciéon, disminucion de la
entrada del antibidtico por alteracién de la membrana o por la produccién de
enzimas modificantes del aminoglucésido (AMEs). El principal mecanismo de
resistencia en bacterias gramnegativas a estos antimicrobianos es la
produccion de una 16S RNA ribosilmetiltransferasa, que modifica el sitio activo
de la diana, el sitio A del 16S RNA ribosémico (49). Este enzima esta codificado
por el gen armA, y se ha demostrado que en K. pneumoniae puede transmitirse
por pldsmidos, generando resistencia a prdcticamente todos los
aminoglucésidos, incluido plazomicina (50).

Los genes codificantes de AMEs se dividen en tres grupos: gen aac que
codifica para N-acetiltransferasas, aad (también denominadas ants) codifican
para O-nucleotidiltransferasas y aph que codifican para fosfotransferasas. Estos
genes se localizan en integrones o trasposones de plasmidos que codifican a su
vez con frecuencia BLEE y carbapenemasas (51).
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2. OBJETIVOS

Este estudio pretende contribuir a mejorar el tratamiento clinico de los
pacientes con infecciones producidas por bacilos Gram negativos resistentes a
antibidticos B-lactdmicos y a estudiar su epidemiologia y prevalencia con el fin
de detectar su emergenciay limitar su propagacion. El objetivo principal de este
estudio es conocer cudl es la situacion del Sector Sanitario de Zaragoza lll en
cuanto a los mecanismos de resistencia a antibidticos B-lactdmicos en
enterobacterias de origen clinico, especialmente productoras de
carbapenemasas, y su posible asociacion con mecanismos de resistencia a
otfras familias de antimicrobianos como aminoglucésidos y fluorquinolonas.

Para lo que se plantean los siguientes objetivos especificos:

1- Estudias las caracteristicas epidemioldgicas vy clinicas de las infecciones
causadas por cepas productoras de carbapenemasas.

2- Determinar la prevalencia de resistencia a carbapenémicos en aislados
clinicos de enterobacterias

3- ldentificar las carbapenemasas producidas por enterobacterias con
sensibilidad disminuida a carbapenems durante los anos 2016-2022 en el
Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa.

4- Estudiar la sensibilidad antibidtica de todas las cepas bacterianas
seleccionadas.

5- Estudiar la sensibilidad de las cepas resistentes a carbapenémicos a las
nuevas combinaciones de B-lactdmico/inhibidor de B-lactamasas y a
Cefiderocol.

6- Determinar los fenotipos de resistencia a B-lactdmicos por la produccion

de enzimas inactivantes en las cepas con sensibilidad disminuida a
carbapenems.

7- Evaluar la eficacia de una nueva técnica inmunocromatogrdfica
(Certest) para la deteccion de carbapenemasas.
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8- Evaluarla eficacia y aplicabilidad de los métodos fenotipicos frente a los
métodos moleculares utilizados para la deteccidon de carbapenemasas
en enterobacterias y de otros mecanismos de resistencia a B-lactdmicos
(produccién de ESBL y AmpC).

9- Secuenciacidon gendmica completa para el estudio de genes de
resistencia, estudio del secuenciotipo y elementos de transmision génica
de las cepas de entferobacterias con sensibilidad disminuida a
carbapenémicos aisladas durante ese periodo de tiempo.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS CLINICAS Y EPIDEMIOLOGICAS.

Para el estudio de las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas se han
recopilado los datos demogrdaficos de los pacientes y los microbioldgicos de las
cepas productoras de carbapenemasas mediante la Historia Clinica Electronica
de Aragon y el programa informdtico de laboratorio Modulab®.

Los datos se analizaron mediante Microsoft Excel (Microsoft Office).

3.2 SELECCION DE CEPAS

Se ha estudiado la sensibilidad a B-lactdmicos de un total de 46645
aislados de Enterobacteriaceae obtenidos de muestras clinicas entre enero de
2016 a julio de 2022 en el Servicio de Microbiologia del Hospital Clinico
Universitario Lozano Blesa de Zaragoza. Las cepas seleccionadas fueron
aquellas con un perfii compatible con una sensibilidad disminvida a
carbapenems segun el European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST):

Tabla 5.- Puntos de corte clinico y para el screening de Enterobacteriaceae productoras
de carbapenemasas (EUCAST).

MIC (mg/L) Disk diffusion zone diameter
Carbapenem (mm) with 10 pg disks
S/! breakpoint Screening S/1 breakpoint | Screening cut-
cut-off off
Meropenem’ <2 >0.125 >22 <28’
Ertapenem’ <0.5 >0.125 >25 <25

3.3 IDENTIFICACION Y ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS

La identificaciéon bacteriana se realizé mediante espectrometria de masas
MALDI-TOF (Bruker Daltonics GmbH, Leipzig, Germany). Porteriormente, se
realizaron los estudios de sensibilidad por el sistema semiautomdtico de
microdilucion en caldo (MicroScan Walkaway®, Beckman Coulter).

Los criterios de sensibilidad del sistema Microscan estdn adaptados a las
recomendaciones del European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST), clasificando las cepas como sensibles (S), con sensibilidad
incrementada (El) o resistentes (R).
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En funcidén de la muestra de la que proceden los aislados, se procede a
selecciona diferentes paneles en les que se testan un pool de antibacterianos,
con diferencias en funcién de la via de administracion y la concentracion
(ug/mlL). Estos se recogen en las siguientes tablas:

Antimicrobiano Concentracién (ug/mL) obiano  C acién (pug/ml)
Ampicilina | 8-16 Ampicilina | 8-16
Amoxicilina/dcido clavuldnico | 8/4 —16/8 Amoxicilina/dcido clavuldnico | 8/4 —16/8
Piperacilina/ tazobactam | 8-64 Piperacilina/ tazobactam | 8-64

Cefuroxima | 4-16

Cefoxitina = 8-16

Ceftazidima | 1-16
Ceftazidima/dc. Clavuldnico | 0,25/4-2/4

Cefotaxima | 1-32

Cefuroxima | 4-16

Cefoxitina | 8-16
Ceftazidima | 1-16
Cefotaxima | 1-32

Cefepime | 1-16 Cefotaxima/dc. Clavuldnico | 0,5/4-4/4
Imipenem | 1-8 Cefepime | 0,5-4
Ertapenem | 0,5-4 Aztreonam | 1-16
Gentamicina | 2-8 Imipenem | 0,5-4
Tobramicina | 2-8 Meropenem | 0,12-32

Amikacina | 8-32 Ertapenem | 0,5-4

) . Gentamicina = 2-8
Nitrofurantoina | 64

Tobramicina = 2-8
Amikacina | 0,5-2

Acido nalidixico = 16

Acido nalidixico | 16
Norfloxacino | 0,5-1

Ciprofloxacino | 0,5-2 Ciprofloxacino | 0,5-2

Levofloxacino | 0,5-2 Levofloxacino | 0,5-2
Trimetroprim/sulfametoxazol | 2/32 Tigeciclina | 1-2

Fosfomicina | 32-64 Trimetroprim/sulfametoxazol | 2/32

Colistina | 4 Fosfomicina | 32-64

Tabla 6.- Antimicrobianos y concentraciones testadas en los paneles. A la izquierda,
paneles orina. A la derechaq, paneles para muestras invasivas.

Antimicrobiano Concentracién
(mg/mL)
Ampicilina | 4-8
Ticarcilina = 8-16
Piperacilina = 8-16
Piperacilina/ tazobactam = 8-16
Cefazolina ' 16
Cefuroxima 4-8
Cefoxitina | 1-32
Ceftazidima = 1-32
Ceftazidima/dc. Clavuldnico = 0,25-4
Cefotaxima = 1-32
Cefotaxima/dc. Clavuldnico = 0,5-4
Cefixima = 1
Cefepime  0,5-8
Aztreonam  1-4
Imipenem = 1-8
Meropenem | 0,12-32
Ertapenem  0,12-1
Gentamicina = 2-4
Tobramicina = 2-4
Amikacina = 8-16
Nitrofurantoina = 64
Norfloxacino | 0,5-1
Ciprofloxacino = 0,06-1
Levofloxacino = 0,5-1
Tigeciclina ' 1-2
Trimetroprim/sulfametoxazol = 2/38-4/76
Fosfomicina | 16-64
Colistina | 2-4
Mecilinam | 8
Trimetroprim = 2-4
Ceftazidima/avibactam = 2-8

Tabla 7.- Antimicrobianos para cepas multirresistentes.
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3.4 ESTUDIO DE SENSIBILIDAD A NUEVAS COMBINACIONES DE 8-
LACTAMICOS E INHIBIDORES DE B-LACTAMASAS Y A CEFIDEROCOL.

Se testd la sensibilidad a las nuevas combinaciones de B-lactdmicos e
inhibidores de B-lactamasas y Cefiderocol, con tiras de E-test, disponibles en el
laboratorio de Microbiologia del Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa para
la determinacion de CMI de ceftazidima/avibactam, ceftolozano/tazobactam
y Meropenem/vaborbactam.

Para el estudio de la sensibilidad a Cefiderocol se usaron discos
impregnados de antibidtico y se midid el halo de inhibicion(52) .

Para la clasificacion de las cepas en resistente, ATU (area of technical
uncertainty) o sensible, se siguieron los criterios de EUCAST (clinical breakpoints
para enterobacterias. Tabla 8).

- Ceftazidima/avibactam (0,016/4-256/4 ug/mlL).

- Ceftolozano/tazobactam (0,016/4-256/4 ug/mL).
- Meropenem/vaborbactam (0,0.04-64 ug/mL).

- Cefiderocol (30 ug).

Tabla 8.- Puntos de corte clinicos segun criterios EUCAST.

S< R> ATU
Ceftazidima/avibactam 8 ug/mL 8 ug/mL
Ceftlozano/tazobactam 2 ug/mL 2 ug/mL
Meropenem/vaborbactam 8 ug/mL 8 ug/mL
Cefiderocol 22 mm 22 mm 18-22 mm

Figura 12.- E-test Meropenem/vaborbactam de una cepa sensible.
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3.5 DETECCION FENOTIPICA DE MECANISMOS DE RESISTENCIA

Para la deteccion fenotipica de diferentes mecanismos de resistencia a
antibidticos B-lactdmicos, se pueden emplear diferentes métodos. A
continuacién, se describen los que hemos empleado en todas las cepas que
mostraron sensibilidad disminuida a carbapenems. En ellas se estudid la
presencia de carbapenemasas, posible presencia de betalactamasas de
espectro estendido (ESBL) y/o de cefamicinasas o AmpC plasmidicas.

3.5.1 DETECCION FENOTIPICA DE CARBAPENEMASAS

3.5.1.1 SIEMBRA EN MEDIO CHROMAGAR CPE® (BIOMERIEUX).

Se frata de un medio selectivo de alta sensibilidad en la deteccién de
enterobacterias productoras de cualquier carbapenemasa, porque confiene
una concentfracion de antibiético carbapenémico ajustada a los criterios de
EUCAST y CLSI para permitir el crecimiento de aquellas bacterias con sensibilidad
disminuida a carbapenémicos. Ademds, es un medio diferencial, porque al ser
cromogeénico nos permite orientar la identificacion entre diferentes especies de
enterobacterias en funcién del que toman sus colonias:

- Azul: Enterobacter spp., Citrobacter spp., Klebsiella spp. y Serratia spp.
- Rosa: E. coli.
- Blanco: Acinetobacter spp. y Pseudomonas spp.

La identificacidn de género y especie se realizd, a partir del crecimiento en
el agar cromogénico, por MALDI-TOF.

Figura 13.- Crecimiento de Cifrobacter freundii en agar cromogénico CRE Brillance
(Oxoid®).
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351 .2 ANTIBIOGRAMA POR DIFUSION EN AGAR CON DISCOS

Este método permite determinar la sensibilidad de las cepas bacterianas
mediante difusion en agar con discos formados por compresion de granulados
que contfienen agentes antimicrobianos a una determinada concentracion
asociados a diferentes inhibidores de B-lactamasas. Se utilizd Neosensitab®
Confirm Kit (Rosco Diagnostica A/S, Taastrup, Denmark) que incluye discos de
meropenem 10ug, meropenem/dacido dipicolinico (DPA), meropenem/dcido
borénico, meropenem/cloxacilina y temocilina 30 ug.

Para ello, se prepara una suspensidon bacteriana de la cepa a estudio con
una turbidez equivalente a 0,5 McFarland en solucion salina estéril. Se siembra
en una placa de agar Mueller-Hinton (bioMérieux) en forma de césped con
ayuda de un hisopo estéril. A continuacion se colocan los discos en la placa con
distancia suficiente para no producir sinergias entre ellos. El antibidtico difundird
en un gradiente radial alrededor del disco. La placa se incuba a 37Ce durante
18-24 horas.

El microorganismo que estamos estudiando crecerd en la placa, formando
unos halos de inhibicién (sin crecimiento) alrededor del disco, con diferente
didmetro en funciéon de la inhibicién que puede, o no, ejercer el inhibidor de B-
lactamasas. Esa distancia se mide en milimetros (mm) y la interpretacion viene
recogida en la Figura 14.

Enterobacteriaceae
Meropenem < 25mm difusion disco
(CMI >0,125mg/L)

Meropenem 25-27 mm +
piperacilina-tazobactam R

. 4 . 4 Y
Sinergia sélo con Sinergia con Sinergia con
ac. borénico ac. borénico y cloxacilina EDTA o ac. dipicolinico No sinergia®
(THM +) (THM variable) (THM variable)

A4 Y Y Y Y
KPC ‘ AmpC (cromosémica o ‘ Metalo-B-lactamasa (MBL)] ‘ Temolicina R? / THM + Temolicina S /THM variable

(u otra carbapenemasa de plasmidica) (VIM, IMP, NDM) OXA-48-like BLEA + pérdida de porinas
clase A) + pérdida de porinas

'La combinacién de varias carbapenemasas puede dar lugar a la no sinergia — ej. produccion conjunta de MBL y KPC. La
caracterizaciéon molecular es necesaria en estos casos.

2Alto nivel de resistencia a temolicina (>128 mg/L, diametro de inhibicién < 11mm) es un marcador fenotipico de OXA-48.
THM: test de hodge modificado.

Figura 14.- Algoritmo para la deteccion de enterobacterias productoras de
carbapenemasas. Adaptado de EUCAST (53) y del procedimiento n° 38 de la SEIMC.
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Figura 15.- Test sinergia de disco. A) Metalo-B-lactamasa. B) Carbapenemasa D OXA-48
like. C) Carbapenemasa clase A.

3.5.2 DETECCION FENOTIPICA DE ESBL Y AMPC

3.5.2.1 SIEMBRA EN MEDIO CHROMID® ESBL (BIOMERIEUX).

Consiste en la siembra en un medio cromogénico, como se ha descrito
previamente. En este caso contiene una concentracion de una cefalosporina
de acuerdo con los criterios de EUCAST y CLSI para permitir el crecimiento de
bacterias productoras de ESBL. También nos permite orientar la identificacion
entre diferentes especies de enterobacterias en funcién del que toman sus
colonias:

- Azul/verde o verde/amarronado: Enterobacter spp., Citrobacter spp.,
Klebsiella spp. y Serratia spp. En cepas productoras de B-glucosidasa.

- Rosa o burdeos: E. coli productoras de betaglucuronidasa.

- Marrdén oscuro a claro: Proteus spp, Providencia spp y Morganella spp. En
cepas expresantes de deaminasa.

La identificacion de género y especie se realizé tras el crecimiento en el agar
cromogenico por MALDI-TOF.

Cabe destacar que este medio permite también el cribado de aquellas
enterobacterias que portan una resistencia tipo AmpC.
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Figura 16.- Crecimiento de Klebsiella pneumoniae en agar cromogénico ESBL
CHROMOID (bioMérieux).

13.5.2.2 EPSILON-TEST (E-TEST®).

El cribado de enterobacterias productoras de ESBL y ampC se realizd
mediante el sistema automatizado Microscan Walkaway de dilucién en caldo.
Para confirmar la presencia de ESBL se realizé el método E-test con una tira de
celulosa impregnada en dilucidnes crecientes, con cefalosporinas diferentes
con vy sin distintos inhibidores de B-lactamasas:

- Cefotaxima, CT (0,25-16ug/mL) y cefotaxima-acido clavuldanico, CTL
(0,016-1 ug/mL) (bioMérieux).

- Ceftazidima, TZ (0,5-32ug/mlL) y ceftazidima-acido clavulanico, TZL (0,064-
4 ug/mL) (bioMérieux).

- Cefepime, PM (0,25-16 ug/mL) y cefepime-acido clavuldnico, PMI (0,064-
4 ug/mL) (bioMérieux).

- Cefotetan, CN, (0,5-32 pg/mL) y cefotetdn/cloxacilina, CNI, (0,5-32
ug/mL) (bioMérieux).
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Figura 17.- E-test para la deteccion de ESBL con A) cefotaxima/cefotaxima-dacido
clavuldnico y ceftazidima/ceftazidima-dacido clavuldnico de una cepa productora de
BLEE. B) E-test de Cefepime/Cefepime-acido clavuldnico y para la deteccion de AmpC
se anade la tira de E-test de cefotetdn/cefotetdn-cloxacilina. Resultado positivo para
BLEE, negativo para AmpC.

3.6 CARACTERIZACION DE RESISTENCIAS POR
INMUNOCROMATOGRAFIA

Para confirmar la presuncion fenotipica de carbapenemasas y/o ESBL
diferentes tipos de ESBL vy carbapenemasas se hizo uso de
inmunocromatografias. Se trata de una prueba rdpida de inmunoensayo,
cualitativa, para la deteccién de ESBL del grupo CTX-M y carbapenemasas. La
prueba se realiza mediante la suspension de una colonia en los reactivos vy la
dispensacion de esta mezcla en el pozo de una placa. Esta placa esta
compuesta por una membrana de nitrocelulosa donde se encuentran
inmovilizados en la *“zona T anticuerpos monoclonales anti-enzimas de
resistencia (CTX-M, OXA...). Existe una linea confrol C formada por
estreptavidina marcada y antficuerpos monoclonales que reaccionan con
biotina-BSA y anticuerpos policlonales inmovilizados en la membrana, esta
“zona C" actUa de control positivo. La muestra migra a lo largo de la placa
hacia la almohadilla de conjugado, y si estdn presentes las enzimas de
resistencia, estas reaccionan con los anticuerpos, generando una linea roja que
se interpreta como "“positivo”.
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3.6.1 PARA LA DETECCION DE ESBL CTX-M (NG-TEST CTX-M MULTI, NEXT
GENERATION, BIOTECH).

La inmunocromatografia es una prueba rdpida que permite detectar
enzimas CTX-M de los grupos mas relevantes clinicamente y de sus variantes
pertenecientes al mismo cassefte: grupo 1 (CTX-M-1, -3, -10, -15, -32, -37, -55, -57,
-71,-82,-101 y -182), grupo 2 (CTX-M-2), grupo 8 (CTX-M-8), grupo 9 (CTX-M-9, -
13,-14,-17,-18,-19, -24, -27, -38, -65, -93) y 25 (CTX-M-94, -100).

Figura 18.- Inmunocromatografia CTX-M. A) Resultado positivo. B) Resultado negativo.

3.6.2 PARA LA DIFERENCIACION DE CARBAPENEMASAS (NG-TEST
CARBA 5, NEXT GENERATION, BIOTECH).

La inmunocromatografia Carba 5 permite la deteccion y diferenciacion
de las 5 carbapenemasas mas prevalentes: NDM, IMP, VIM, OXA-48 y KPC.

Figura 19.- Inmunocromatografia para la deteccion de carbapenemasas: A) Cepa
productora de NDM. B) y C) Cepas productoras de OXA-48.
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3.7 DETECCION MOLECULAR DE MECANISMOS DE RESISTENCIA.

3.7.1 TECNICAS DE AMPLIFICACION DEL ADN.

Araiz del hallazgo y desarrollo de lareaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), han ido surgiendo variantes de esta técnica, entre las que se encuentra
la técnica de “ampilificacion isotérmica mediada por bucle” (LAMP). LAMP es
una técnica de amplificacion de acidos nucleicos que, a diferencia de la PCR,
se lleva a cabo a una temperatura constante y no requiere un termociclador.
Diversos estudios han demostrado que LAMP es una herramienta muy Util para
la répida deteccidn de mecanismos de resistencia en bacterias Gram
negativas, incluso de muestra directa de orina y sangre (54,55).

La deteccidon genotipica se llevd a cabo en todas las cepas archivadas
(n=15). Para ello se empled la técnica de amplificacion molecular LAMP
(Eazyplex® Superbug CRE, Amplex), en la que ademds de las carbapenemasas
mas prevalentes (NDM, VIM, OXA-48 y KPC), se detectan y distinguen diferentes
ESBL (CTX-M de los grupos 1y 9 y OXA-181).

Amplificacion

Prueba: SuperBug CRE colony Usuai en:
[ Parametro Resultado { Amplificacion
mm:ss

Figura 20.- Resultado positivo de una cepa productora de OXA-48 y BLEE CTX-M del
grupo 1 en Eazyplex® Superbug CRE (Amplex).

3.7.2 SECUENCIACION MASIVA

3.7.2.1 EXTRACCION DE ADN Y MEDIDA DE LA CALIDAD Y CANTIDAD DEL
ACIDO NUCLEICO.

Las cepas a estudio se resembraron en agar Muller-Hinton (Biomeriéux)
conun disco de Ertapenem (30 ug). Alas 24h se realizé la suspension de colonias
en 200 uL de agua libre de DNasas y se realizd la extraccion en el extractor
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automdtico magLEAD® 12cG (Precision System Science Co). Se eluyd a
volumenes de 100 pL.

La cuantificacion y medida de la calidad del dcido nucleico obtenido
fueron determinadas por un método fluorimétrico (QUBIT, INVITROGEN, Thermo
Fisher Scientific).

13.7.2.2 SECUENCIACION POR SINTESIS DE ILLUMINA

Se realizd secuenciacion masiva de las cepas seleccionadas (n=13)
siguiendo el protocolo ARTIC por la plataforma llumina iSeq 100, que
proporciona lecturas pareadas de 150 pb.

13.6.2.3 ANALISIS DE DATOS.

Los datos finales de la secuenciacion, tras el estudio de la calidad mediante
el programa FastQC, se analizaron en la pagina oficial de “Center for Genomic
Epidemiology” (https://www.genomicepidemiology.org), un recurso gratuito
para poder analizar secuencias concretas del genoma. A partir de los datos
obtenidos en formato FASTq se recurrid a los recursos disponibles: RESfinder para
el estudio de genes de resistencia (56)y Multi Locus Sequence Typing (MLST) para
determinar el secuenciotipo.
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4. RESULTADOS

4.1 ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO Y CARACTERIZACION DE LAS CEPAS
PRODUCTORAS DE CARBAPENEMASAS.

4.1.2 DISTRIBUCION DE LAS CEPAS PORTADORAS DE CARBAPENEMASAS.

Durante el periodo de estudio controlamos la aparicion de las
enterobacterias portadoras de carbapenemasas y su distribucién temporal. Las
15 cepas detectadas, pertenecen a 9 pacientes. La edad media fue de 66 anos
y en su mayoria (67%) eran hombres.

Los casos se han distribuido a lo largo de todo el periodo de estudio,
observando una distribucién homogénea en su presentacion anual, con un
ligero aumento, con 4 casos, en el 2018.

NUmero de cepas
o—MNwh

2018 2019
2020 oo
2022
2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022
r C. freundii 2 0 0 0 1 0 0
m K. oxytoca 0 0 0 0 0 1 0
r K. penumoniae 0 2 4 3 0 1 1
m Total 2 2 4 3 1 2 1

Figura 21.- Distribucion del nUmero de casos por especie a lo largo del periodo de
estudio.

Segun su procedencia, 1 caso (6,7%) fue de origen ambulatorio y 14
(93,3%) de origen hospitalario. Los servicios de los que procedian las muestras
fueon: principalmente UCI (56%), seguida de angiologia vascular, cirugia
general, fraumatologia y urologia, en igual proporcion (11%); representados en
la Figura 23.
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m angiologia vascular
m cirugia general

m fraumatologia

HUCi

m urologia

Figura 22.- Distribucion por servicios de origen de las cepas portadoras de
carbapenemasas.

En cuanto a las muestras clinicas, las cepas portadoras de
carbapenemasas se aislaron en su mayoria de orina (31%), hemocultivo (15%),
broncoaspirado (15%), esputo (15%), liquido articular (8%), lesion de piel (8%),
liguido peritoneal (8%).

m Liquido articular

m Broncoaspirado

m Esputo

m Lesion piel

m Liquido
peritoneal

m Orina

m Orina sonda

m Hemocultivo

Figura 23.- Distribucion de muestras clinicas de procedencia de las cepas portadoras de
carbapenemasas.

4.2 ESTUDIO DE CEPAS PORTADORES DE MECANISMOS DE RESISTENCIA
PARA ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS.

Desde 2016 hasta julio de 2022 se estudiaron 55418 cepas de enterobacterias
procedentes de muestras clinicas aisladas en el Servicio de Microbiologia del
Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa de Zaragoza.
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Como se observa en el grdfico (Figura 25), la especie mds frecuente fue E.
coli seguida de K. pneumoniae, E. cloacae, K. oxytoca y P. mirabilis.

Citrobacter freundii
7% 1 m Enferobacter cloacae
2% Escherichia coli
m Klebsiella aerogenes
14% Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumoniae
Morganella morganii
47 Proteus mirabilis
Providencia stuarfii
64% m Salmonella enterica

W Serratia marcescens

Figura 24.- Clasificacion por especie de los aislados de enterobacterias mas prevalentes
aisladas en muestras clinicas en el servicio de Microbiologia del Hospital Clinico
Universitario Lozano Blesa durante el periodo de estudio.

El nUmero de cepas de aislados clinicos se ha mantenido en el tiempo,
como se observa en la Figura 26., siendo la bacteria mds frecuente cada ano E.
coli seguida de K. pneumoniae. El nUmero de aislados se ha mantenido
constante a lo largo de los anos, con la excepcion de los anos 2020 y 2021 en
los que el nUmero de cepas aisladas se ha visto ligeramente disminuido respecto
a los anos anteriores, lo que puede guardar relacién con los cambios asistenciales
inducidos por la pandemia de COVID-19.

8000
7000 Citrobacter freundii
m Enferobacter cloacae

4000 Escherichia coli
5000 m Klebsiello aerogenes
4000 Klebsiella oxytoca
3000 Klebsiella pneumoniae
2000 Morganella morganii
1000 Proteus mirabilis

o - el U | U SN | SIS A | U S | - Providencia stuartii

2016 2017 2018 2019 2020 2021 m Salmonella enterica

Figura 25.- Distribucion anual del nimero de aislados clasificados por especie de las
enterobacterias mds prevalentes aisladas en muestras clinicas en el servicio de
Microbiologia del Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa durante el periodo de
estudio.
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A partir de las bases de datos de todos los aislamientos a los que se realizd
el antibiograma, se elaboraron los mapas de sensibilidad de los anos 2016-2021
de las especies de enterobacterias mds prevalentes. En la Tabla 9 se representan
los porcentajes de sensibilidad a los antibidticos testados. Se incluyen en la
revision los antibiogramas correspondientes a los microorganismos de mayor
importancia a nivel clinico; excluyendo aislados duplicados de cepas que
provienen del mismo paciente en el mismo periodo. Se han resaltado las
sensibilidades por colores: 285% de las cepas sensibles se muestra en color verde,
del 50-84% en amarillo y <50% en rojo. En azul se encuentran las cepas que
mostraron sensibilidad intermedia una sensibilidad dependiente de exposicion
incrementada al antibidtico (Sensible El, segun criterios EUCAST(57).

Tabla 9.- Mapa de sensibilidad antibiética de los anos de estudio (2016-2021) del
porcentaje de sensibilidad de los aislados mas frecuentes de enterobacterias a
diferentes antimicrobianos.

E. coli K. pneumoniae | K. oxytoca P. mirabilis E. cloacae | C. freundii

(n=31228) (n=6850) (n=1527) (n=1527) (n=1993) (n=624)
Ampicilina 42 0 0 50 0 0
Amoxi/clav 84 84 21 21 0 0
Pipe/tazo 97 93 95 99 85 88
Cefuroxima 89 87 84 97 40 71
Cefotaxima 21 87 926 98 76 69
Ceftazidima 92 87 97 99 78 79
Cefepime 21 86 96 98 88 93
Ertapenem 100 99 100 99 94 98
Imipenem 100 100 100 - 99 99
Meropenem 100 100 100 100 99 99
Gentamicina 21 90 98 88 98 925
Tobramicina 89 87 98 89 97 94
Amikacina 99 99 100 94 99 99
Fosfomicina 926 72 71 63 76 97
Ciprofloxacino 73 83 95 65 95 93
Levofloxacino 74 86 926 73 97 94
Cotrimoxazol 71 83 94 55 93 92
Colistina 99 99 99 0 85 97

Las enterobacterias con perfil de resistencia a antibidticos B-lactdmicos de
mayor espectro para gram-negativos fueron seleccionadas y de las 55418
enterobacterias procedentes de muestras clinicas aisladas en el Laboratorio de
Microbiologia, 4780 (8,6%) presentaron perfiles que permiten incluirlos en esta
categoria. Como se observa en la Figura 27, 4196 (88%) presentaron fenoftipo
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BLEE, 471 (10%) presentaban fenotipo compatible con AmpC adquirida
(cefamicinasa) y 113 (2%) presentaban resistencia a todos los B-lactdmicos,
incluyendo carbapenémicos, teniendo un perfil compatible con posible
produccion de carbapenemasas:

2%
10% BLEE

CARBAPENEMASA
CEFAMICINASA
88%

Figura 26.- Representacion de fenotipos de resistencia de las enterobacterias con
peffiles de resistencia a los betalactdmicos de espectro mds amplio para gram-
negativos.

La distribucidén por especies de las 4.780 cepas seleccionadas fue la
siguiente: 3354 (70,20%) E. coli, 1060 (22,17%) Klebsiella pneumoniae, 186 (3,89%)
Proteus mirabilis, 78 (1,63%) Klebsiella oxytoca, 53 (1,10%) Enterobacter cloacae,
22 cepas (0,46%) Citrobacter freundii. Ventisiete (0,57%) pertenecen a ofras
especies: 14 (0,3%) Salmonela entérica, 8 (0,17%) Klebsiella aerogenes, 4 (0,08%)
Morganella morganiiy 1 (0,02%) Serratia marcescens (Figura 28).

4%
2%
E. coli
22% K. pneumoniae
K. oxytoca
P. mirabilis

70%

m Ofras especies

Figura 27.- Clasificacion por especie de los aislados producotres de B-lactamasas de las
enterobacterias mds relevantes en la practica clinica.

En la figura 29 se muestra la distribucion de BLEE, cefamicinasa vy
carbapenemasas por especie fras el estudio del antibiograma de las cepas con
sensibilidad disminuida a B-lactdmicos.
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De las 4196 cepas productoras de BLEE fueron 3033 (72,3%) E. coli, 1004
(23,9%) K. pneumoniae, 74 (1,8%) K. oxytoca, 63 (1,5%) P. mirabilis, 9 (%)
Salmonella entérica, 6 (0,1%) de K. aerogenes, 6 (0,1%) de C. freundii, 1 (0,02%)
S. marcescens.

De 471 cepas productoras de cefamicinasas, fueron 303 (64,3%) E. coli,
119 (25,3%) Proteus mirabilis, 43 (2.1%) K. pneumoniae y 5 (1,1%) Salmonella
entérica y 1 (0,2%) Proteus vulgaris.

Ciento trece cepas presentaron caracteristicas fenotipicas de portar
genes codificantes de carbapenemasas, fueron 153 (46,9%) de E. cloacae, 17
(15%) E. coli, 16 (14,2%) C. freundii, 13 (11,5%) K. peumoniae, 4 (3,5%) K. oxytoca,
4 (3,5%) P. mirabilis, 4 (3,5%) M. morganiiy 2 (1,8%) K. aerogenes.

80,000%

60,000%

40,000% I

20,000% } | R
0,000% ~ = = -

BLEE CARBAPENEMASA CEFAMICINASA

Figura 28.- Distribucion de fenotipos de resistencia por especie de enterobacteria.

Recogidas en la Figura 30, se puede observar la distribucién porcentual
por especies de las 113 cepas que presentaron pérdida de sensibilidad a
antibidticos carbapenémicos: E. cloacae (47%), E. coli (15%), C. freundii (14%) y
K. pneumoniae (11%).

Enterobacter cloacae posee AmpC cromosdémica inducible, que puede
dar un perfil de sensibilidad disminuida a carbapenems si se suman ofros
mecanismos que contribuyen a la resistencia, lo que explica el alto nUmero de
E. cloacae (n=53, 47%) incluidas en este grupo. Se comprobd con pruebas
fenotipicas y genoftipicas que ninguna de estas cepas fue productora de
carbapenemasas. En E. coli (n=17, 15%) no detectamos produccion de
carbapenemasas por métodos fenotipicos atribuyendo el perfil de resistencia a
carbapenems a portadores de BLEE con posible pérdida de porinas. C. freundii
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también posee una AmpC cromosémica, lo que contribuiria a su tasa de
resistencia a carbapenémicos (Figura 30).

4%
4% 14%
11% Citrobacter freundii
Enterobacter cloacae
3% Escherichia coli
2% Klebsiella aerogenes

Klebsiella oxytoca

Klebsiella pneumoniae
15%

Morganella morganii

47% Proteus mirabilis

Figura 29.- Distribucion prcentual por especies de las cepas con sensibilidad disminuida
a carbapenems:

4.3 SELECCION DE CEPAS.

Tras un detallado estudio de los perfiles de las 113 cepas inicialmente
escogidas seleccionamos 15 cepas (13%) con sospecha de haber adquirido
genes de resistencia a carbapenémicos, por tener una sensibilidad disminuida
a carbapenems (CMI meropenem >0,125 ug/mL y ertapenem >0,125 ug/mlL,
EUCAST). Las cepas se recuperaron de archivos congelados a -80¢. Las especies
seleccionadas, recogidas en la Figura 31, fueron: 3 Citrobacter freundii, 1
Klebisella oxytoca y 11 Klebsiella pneumoniae.

El 20% de las cepas pertenecen a la especie Citrobacter freundii. Poseen una
AmpC cromosémica inducible, lo que les confiere una resistencia natural
caracteristica que incluye las cefalosporinas de primera y segunda generacion.
Si estd hiperproducida, su espectro de resistencia aumenta para incluir a las
cefalosporinas de tercera generacion sin que se vean afectadas las de cuarta
generacion, como cefepime. Aunque aisladamente la hiperproduccion de
AmpC no produce resistencia a carbapenems, puede causar una reduccion de
sensibilidad que sumada a otros mecanismos lleve a la resistencia.
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El 73% de las cepas pertenecen a K. pneumoniae y 7% a K. oxytoca. Las
cepas primitivas de este género presentan como Unica resistencia natural la
produccion de una B-lactamasa de espectro ampliado, denominada SHV-1
(clase A de Ambler, grupo 2b de Karen Bush). Esta enzima es producida a bajos
niveles de forma cromosémica y constitutiva. La SHV-1 hidroliza amino vy
carboxipenicilinas, haciendo a la especie infrinsecamente resistente a
ampicilina y amoxicilina. K. oxytoca también produce constitutivamente una 8-
lactamasa cromosdmica clase A, que confiere un perfil similar al de SHV-1 de K.
pneumoniae, la enzima se denomina K1 y forma parte de la familia OXY-2 (58).

C. freundi
K. oxytoca

K. pneumoniae

Figura 30.- Clasificacion por especie de los aislados seleccionados con sospecha de
haber adquirido genes codificantes de carbapenemasas plasmidicas.

4.4 ESTUDIO DE SENSIBILIDAD DE LAS CEPAS PRODUCTORAS DE
CARBAPENEMASAS.

4.4.1 ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD ANTIBIOTICA DE LAS CEPAS
PRODUCTORAS DE CARBAPENEMASAS.

Respecto a los antibidticos B-lactdmicos, como se observa en la Figura
32, ninguna de las cepas seleccionadas fue sensible a ampiciling,
amoxicilina/acido  clavuldnico, piperacilina/tazobactam, cefotaxima vy
cefuroxima. Una cepa (7%) presento sensibilidad a ceftazidima, 5 cepas (33%) a
cefoxitina, 5 cepas (33%) a cefepime. Tres cepas (20%) fueron sensibles a
aztreonam. Respecto a los carbapenémicos, 7 cepas (47%) mostraron
sensibilidad a imipenem, 1 (7%) a ertfapenemy 2 (13%) a meropenem.

Entre los aminoglucésidos, las cepas sensibles a gentamicina fueron 2

(13%) y 1 (7%) a tobramicina. La Amikacina fue el aminoglucésido que mostré
tasas mds altas de sensibilidad, con 10 cepas (66%) sensibles.
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Tan solo 2 cepas (13%) presentaron sensibilidad a ciprofloxacinoy 7 cepas
(47%) frente a cotrimoxazol. Los anfimicrobianos que presentaron mayores tasas
de sensibilidad fueron la fosfomicina con 14 (93%) cepas sensibles y colistina
(todas las cepas fueron sensibles).

100%
920%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

¢ & O @ o .0 .0 .90 o O
'%\o.\o\o € (@ € E PO
P F S G O R @O(\ o g S & S
v T PO v %@@OQO Y. o
O X
N AF
&
O &
g

Sensible Intermedio  mResistente

Figura 31.- Perfil de sensibilidad antibiética de las 15 cepas seleccionadas productoras
de carbapenemasas plasmidicas.

4.4.2 ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD A CEFIDEROCOL Y NUEVAS
COMBINACIONES DE B-LACTAMICOS/INHIBIDORES DE B-LACTAMASAS

Se estudid la sensibilidad de las 15 cepas seleccionadas para
ceftolozano/tazobactam, ceftazidima/avibactam, Cefiderocol y
Meropenem/vaborbactam. Todas ellas fueron resistentes a
ceftolozano/tazobactam (Figura 33).

mR

O —= N W NN Ol 08 N 0

VIM VIM KPC NDM

C. freundii = K. oxytoca K. pneumoniae

OXA-48

Figura 32.- Sensibilidad a Ceftolozano/tazobactam por especies y tipo de
carbapenemasa identificada.
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Tres cepas de C. freundii y una de K. oxytoca, no mostraron sensibilidad a
ceftazidima/avibactam. De 11 K. pneumoniae, 10 (?1%) eran sensibles
(Figura  34). Por tanto, todas las cepas productoras de
metalobetalactamasas (VIM y NDM) fueron resistentes y solo una de las
cepas productoras de serinobetalactamasas, concretamente de KPC,
mostrd resistencia a la combinacion.

O — N W »~ 00 08 N ©

l ] ] .
VIM VIM KPC NDM

C. freundi K. oxytoca K. pneumoniae

OXA-48

Figura 33.- Sensibilidad a Ceftazidima/avibactam por especies y tipo de
carbapenemasa identificada.

Tres cepas de C. freundii, la K. oxytoca y las K. pneumoniae productoras de
OXA-48 y NDM, fueronresistentes a meropenem/vaborbactam, mientras que
solo las dos cepas de cepas de K. pneumoniae productoras de KPC
presentaron sensibilidad frente meropenem/vaborbactam (Figura 35). Se
confirma asi que el inhibidor solo fue activo frente a carbapenemasas de
clase A (KPC)
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C. freundii K. oxytoca K. pneumoniae

Figura 34.- Sensibilidad a Meropenem/vaborbactam por especies y tipo de
carbapenemasa identificada.

Las 3 cepas de C. freundii (100%), la cepa de K. oxytoca (100%) y 4 (36,4%)
de K. pneumoniae eran sensibles a Cefiderocol. La CMI de 5 cepas (45,5%)
de K. pneumoniae se encontraba en la zona ATU (drea de incertidumbre
técnica, EUCAST) (Figura 36). Por tanto, este antimicrobiano se muestra
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especialmente eficaz frente a cepas productoras de metalobetalactamasas
(VIM y NDM) siendo mas variable su eficacia frente a las carbapenemasas
de clase A (KPC) y de clase D (OXA-48).
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C. freundii = K. oxytoca K. pneumoniae

Figura 35.- Sensibilidad a cefiderocol por especies y tipo de carbapenemasa
identificada.

4.5 DETECCION DE LOS FENOTIPOS DE RESISTENCIA.

Se estudié el fenotfipo de resistencia de las 15 cepas que tenian
sensibilidad disminuida a carbapenémicos por posible produccidon de
carbapenemasas.

El 100% de las cepas crecieron en agar cromogénico CHROMOID ESBL
(bioMérieux) y en CRE Brilance (Oxoid®) para la deteccidon de BLEEs vy
carbapenemasas, respectivamente.

Los resultados para los métodos fenotipicos mediante la prueba de E-test
para la deteccion de BLEE se recogen en la Figura 37: 5 cepas (33%) no
producian carbapenemasas y mostraron resultados positivos como productoras
de BLEE con posible pérdida de porinas. De las otras 10 cepas (67%). 2 (13,3%)
portaban carbapenemasa KPC, 2 NDM (13,3%), 4 (27%) VIM y 2 (13,3%) OXA-48;
para estas cepas los resultados fueron no concluyentes mediante el uso de tests
fenotipicos en el estudio de BLEE y AmpC. Esto se explica porque la
superposicidon de otros mecanismos de resistencia, como son la produccién de
carbapenemasas, pueden enmascarar la deteccidon fenotipica de ofros
mecanismos de resistencia concomitantes.
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Positivo Negativo No concluyente

Figura 36.- Distribucion de los resultados del estudio fenotipico de BLEE y AmpC enlas 15
cepas seleccionadas.

En la Figura 38 se puede observar como mediante la técnica de difusion
en agar con discos (test de sinergia de discos Neosensitab® Confirm Kit de Rosco
Diagnostica) para el estudio de carbapenemasas, se identificaron 2 (13%)
carbapenemasas de clase A, 5 (33%) carbapenemasas de clase By 7 (47%)
carbapenemasas de clase D. Un resultado (7%) fue no concluyente.

Carbapenemasa A
7% 13% P

Carbapenemasa B

47% 33% Carbapenemasa D

Resultado no
concluyente

Figura 37.- Representacion del estudio fenotipico de clases de carbapenemasas
detectado por test de sinergia de discos.

4.6 CARACTERIZACION DE RESISTENCIAS POR
INMUNOCROMATOGRAFIA.

Se emplearon inmunocromatografias para la deteccion de BLEE (CTX-M)
y para la deteccidn y caracterizacion de carbapenemasas en aquellas cepas
seleccionadas como posibles productoras de carbapenemasas.
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4.6.1 CARBAPENEMASAS

Las 15 cepas (100%) dieron resultados positivos por inmunocromatografia:
Enconframos 4 metalobetalactamasas de tipo VIM, enlas 3 cepas de C. freundii
y en la K. oxytoca. En las 11 cepas de K. pneumoniae encontramos una
productora de carbapenemasa de clase B (NDM), dos de clase A (KPC) y siete
de clase D (OXA-48).
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Figura 38.- Distribucién de las carbapenemasas detectadas por inmunocromatografia
(NG-Test Carba 5, Next Generation, Biotech) segin la especie productora de
carbapenemasa.

4.6.2 BLEE CTX-M

En todas las cepas productoras de carbapenemasas, se estudid por
imnunocromatografia (NG-Test CTX-M MULTI, Next Generation, Biotech) la
presencia de BLEE tipo CTX-M. Cuatro quintas partes de los aislados (12, 80%)
producian esta enzima (Figura 40).
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NUMERO DE CEPAS
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C. FREUNDII K. OXYTOCA K. PNEUMONIAE

Figura 39.- Distribucion de BLEE CTX-M entre las cepas productoras de carbapenemasas
(NG-Test CTX-M MULTI, Next Generation, Biotech).
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4.6.3 ESTUDIO Y VALIDACION DE UNA NUEVA INMUNOCROMATOGRAFIA
(CERTEST).

Se evalué una nueva inmunocromatografia (Certest, Biotec SL.) para la
deteccion y caracterizacion de diferentes carbapenemasas: KPC, IMP, NDM,
VIM, OXA-48.

Se analizaron las 15 cepas portadoras de carbapenemasas y 73 cepas
de enterobacterias no portadoras de carbapenemasas para evaluar la
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo
de la prueba. Los resultados de la nueva inmunocromatografia (Certest)
utilizando como prueba de referencia la inmuocromatografia NG-Test Carba 5,
Next Generation, Biotech, fueron: 100% de sensibilidad, 100% especificidad,
100% valor predictivo positivo, 100% valor predictivo negativo.

Tabla 10.- Resultados obtenidos con las pruebas de inmunocromatografia de las dos
casas comerciales probadas. Positivo (+) y negativo (-).

IC NG-Test Carba 5 + IC NG-Test Carba 5 -

IC Certest + 15 0

IC Certest - 0 73

4.7 PRESENCIA DE MECANISMOS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS B-
LACTAMICOS POR METODOS DE AMPLIFICACION DE ADN.

Para la confirmacién y caracterizacién de BLEE y carbapenemasas se
También se realizd la prueba comercial Eazyplex® Superbug CRE (Amplex) en
las 15 cepas seleccionadas. Las cepas de C. freundii 3 (100%) fueron positivas
para carbapenemasa tipo VIM y 2 de ellas también fueron positivas para CTX-
M-1. K. oxytoca presentd VIM mds CTX-M-9. De las 11 cepas de K. pneumoniae,
2 (18%) presentaron solo NDM, en 1 (9%) sélo se detectd OXA-48, y en 6 cepas
(54%) se detectaron OXA-48 y CTX-M-1 (Figura 41).
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6 C. freundii

K. pneumoniae

K. oxytoca

KPC NDM VIM VIM+  VIM+ OXA-48 OXA-48 + OXA-181
CTX-M-1 CTX-M-9 CTXM-1

Figura 40.- Distribucion de los resultados obtenidos en Eazyplex® Superbug CRE (Amplex)
seguln especie.

4.8 ESTUDIO DE GENES DE RESISTENCIA A B-LACTAMICOS DE LAS CEPAS
PORTADORAS DE CARBAPENEMASAS POR SECUENCIACION MASIVA.,

Una vez estudiada la presencia de genes que codifican para B-lactamasas
mediante métodos fenotipicos y otros métodos moleculares, se procedid al
estudio en profundidad de los aislados seleccionados mediante secuenciacion
masiva del genoma completo en 13 aislados seleccionados de diferentes
muestras clinicas que pertenecian a 7 pacientes. Se estudiaron los genes de
resistencia y el secuenciotipo. Los microorganismos que portaban estos genes
fueron 11 K. pneumoniae, una K. oxytoca y un C. freundiii.
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4.8.1 DETECCION DE MECANISMOS DE RESISTENCIA A B-LACTAMASAS.

4.8.1.1 BLEE

Los resultados de secuenciacién para deteccion de genes portadores de
BLEE estdn recogidos en la Figura 42. De las 13 cepas, 11 (84,6%) portaban genes
blasuv codificante de B-lactamasas del tipo SHV-100 (72,7%, n=8), SHV-11 (9,1%,
n=1), SHV-12 (92.1%, n=1) y SHV-182 (92.1%, n=1). Siete cepas (53,8%) fueron
productoras de blarem, TEM-1A (14,3%, n=1) y TEM-1B (85,7%, n=6). Ocho cepas
(61,5%) fueron productoras de blacmxm, CTX-M-9 (12,5%, n=1) y CTX-M-15 (7,5%,
n=7). Por Ultimo, 10 cepas (76,9%) portaban genes para oxacilinasas del tipo
blaoxa1 (90%, n=9) y blaoxas (10%, n=1).
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Figura 41.- Resultados del nGmero de cepas que presentaban genes que codifican para
diferentes tipos de BLEE detectadas mediante secuenciaciéon masiva.

De las 13 cepas portadoras de BLEE recogidas en la Figura 43, 11 (84,6%)
eran cepas de K. pneumoniae. Cinco (45%) de estas cepas portaban genes
blaskv junto con genes blamem y blacxem, mdas concretamente, los tipos SHV-100,
TEM-1B y CTX-M-15, respectivamente. Otras 2 cepas de K. pneumoniae
portaban genes blaskv, junto con otros genes codificantes de B-lactamasas: una
(10%) SHV-11 junto con CTX-M-15 y ofra (10%) SHV-12 y TEM-TA. El resto de las
cepas de K. pneumoniae portaban solo 1 gen codificante de B-lactamasas, 2
(20%) SHV-100y 1 (10%) SHV-182.

La cepa de K. oxytoca portaba el gen blacix-mey la cepa de C. freundii
portaba el gen blaoxa-1.
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Figura 42.- Distribucion de las distintas BLEE entre las especies de enterobaterias
portadoras de genes codificantes de carbapenemasas.

14.8.1.2 AMPC

De las 13 cepas secuenciadas, como era de esperar por su cardcter
cromosémico, se pudieron detectar y caracterizar mediante secuenciacion la
presencia de genes codificantes de AmpC en 2 cepas: C. freundii portador del
gen blacmy-s1 Yy K. oxytoca portador de blaacc-1.

14.8.1.3 CARBAPENEMASAS

Se confirmd la presencia de genes codificantes de carbapenemasas en
las 13 cepas secuenciadas, como muestra la Figura 44. De las 11 K. pneumoniae,
en 7 (63,6%) se detectaron genes blaoxa-ss, en 2 (18,2%) blanom-1, en 1 (92,1%) para
blakrc2y en 1 (2,1%) para blakecs. La cepa de K. oxytoca es portadora del gen
blavim1 y la cepa de C. freundii blavim-2.
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Figura 43.-Distribucion de carbapenemasas por especie mediante deteccion de genes
bla por secuenciacion masiva.

4.8.2 CARACTERIZACION DEL SECUENCIOTIPO Y CARBAPENEMASA

Se han investigado los secuenciotipos (ST) mediante secuenciacion
masiva, con el estudio de 7 genes conservados (MLST), recogidos en la Figura
45.

Enlas 11 cepas de K. pneumoniae, el clon mds frecuente ha sido ST307
(54,5%, n=6), seguido de ST147 (27,3%, n=3), ST258 (9,1%, n=1) y ST512 (2.1%, n=1).
Las 6 cepas portadoras del gen blaoxa-4s pertenecen al secuenciotipo ST307, las
2 blanom1 Y 1 blaoxa-s pertenecen a ST147, la blakec2 al ST258 y la blakec-s al clon
ST512. La cepa de C. freundii pertenece al clon ST95 y es portadora del gen
blavim2 Y K. oxytoca al ST43 y es portadora de blavim-1.
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C. freundii = K. oxytoca K. pneumoniae

Figura 44-Distribucion de genes bla en funcidon del secuenciotipo y la especie
productora de carbapenemasa.
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4.8.3 DETECCION DE MECANISMOS ASOCIADOS DE RESISTENCIA A
OTROS MICROORGANISMOS.

Se ha estudiado la distribucion de mecanismos de resistencia asociados
2 cepas C. freundii, 1 K. oxytoca y 11 K. pneumoniae.

Hemos enconfrado genes de resistencia a aminoglucoésidos en todas las
cepas estudiadas. El gen mds frecuente y de amplia distribuciéon clonal (84,6%,
n=11) ha sido aac(é')-lb-cr, que también genera resistencia a las quinolonas,
seguido de aac(3)-lla (61,5%, n=8), aph(6)-Id (46,1%,n=6), aph(3")-lb (46,1%, n=6),
rmtF (23,1%, n=3) y aadA2 (15,4%, n=2). Siendo los menos frecuentes aadAlé,
aadAl, aadA2, ant(2")-la, aph(3')-la.

De igual manera, se han encontrado mecanismos de resistencia a
quinolonas en todas las cepas, siendo los mds frecuentes las mutaciones
cromosémicas en acrR y gyrA que hemos encontrado en los 11 aislados (84,6%)
de K. pneumoniae, seguido de mutaciones en parC (61,5%, n=8) y gyrB (15,4%,
n=2). Los mecanismos de resistencia a quinolonas asociados a pldsmidos
(PQMR) se enconfraron en menor proporcibn que las mutaciones
cromosémicas: gnrB1 (46,12%, n=6) y gnrB2 (7,7%, n=1) en 7 cepas de K.
pneumoniae; gnrBé en la cepa C. freundii y gnrAlen K. oxytoca.

Las resistencias a cotrimoxazol han sido menos prevalentes. El gen drfAl14
ha sido el mas frecuente (53,8%, n=7) seguido de sul2(46,15%, n=6), aunque este
Ultimo estd menos distribuido entre los diferentes clones. Otros genes menos
frecuentes han sido drfA12, drfA16, drfA27 y sull.

La resistencia a fosfomicina por fosA se ha detectado en todos los clones
de K. pneumoniae, pero no en C freundii ni K. oxytoca. Lo mismo ocurre con las
bombas de eflujo ogxAB, asi como con las mutaciones cromosdémicas en los
genes que codifican para porinas: OmpK35, OmpK36 y OmpK37. Cabe
destacar que en el clon ST307/OXA-48 al que pertenecen 6 cepas de K.
pneumoniae se han enconfrado mutaciones cromosdémicas para la porina
OmpK35 en todas las cepas.
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antimicrobianos y su distribucion entre los

Mutaciones

cromosémicas

Microorganismo

K. pneumoniae

C. freundii

K. oxytoca

ST/gen bla | AMG FQ STX FOS | BombasE | FQ Porinas
ST307/OXA- | aac(é')-lb-cr | gnrB1 dfrA14 | fosA | OgxAB acrR OmpK35
48 aph(é)-Id sul2 ayrA OmpK36
(n=6) aph(3")-lb parC OmpK37

aac(3)-lla
ST147/NDM- | aac(é')-lb-cr fosA | OgxAB acrR OmpK36
! rmtF gyrA OmpK37
(n=2) aac(3)-lla gyrB

parC

ST147/OXA- | aac(é)-lb-cr | gnrB2 | dfrA14 | fosA | OgxAB acrR OmpK36
48 rmtF sull gyrA OmpK37
(n=1)
ST258/KPC-2 | aadA2 dfrA12 | fosA | OgxAB acrR OmpK36
(n=1) sull gyrA OmpK37
S$T512/KPC-3 | aac(é')-lb-cr fosA | OgxAB acrR OmpK36
(n=1) aadA2 gyrA OmpK37
ST95/VIM-2 aac(é')-lb-cr | gnrBé | dfrA27,
(n=1) aadA16 sull
ST43/VIM-1 | aadAl anrAl | dfrAl16,
(n=1) aadA?2 sull

ant(2")-la

aph(3')-la

AMG: aminoglucosidos, FQ: fluorquinolonas, STX: cotrimoxazol, FOS: Fosfomicina, BombasE: bombas de eflujo,
POR: porinas.
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4.9 COMPARACION DE LOS METODOS FENOTIPICOS,
INMUNOCROMATOGRAFICOS Y MOLECULARES PARA LA
CARACTERIZACION DE ENTEROBACTERIAS PRODUCTORAS DE
CARBAPENEMASAS.

Para evaluar diferentes métodos de screening de enterobacterias
productoras de carbapenemasas se realizaron 2 test fenotipicos enlas 15 cepas:
crecimiento en el medio cromogénico CHROMagar CPE® (bioMérieux) y test de
sinergia de discos Neosensitab® Confirm Kit (Rosco Diagnostica A/S, Taastrup,
Denmark) que incluye discos de meropenem, meropenem/dcido dipicolinico
(DPA), meropenem/PBA (dcido borbénico), meropenem/cloxacilina vy
temocilina. Estos métodos se compararon con la caracterizacion por
inmunocromatografia (NG-Test Carba 5, Next Generation, Biotech) y los
métodos moleculares (Eazyplex® Superbug (Amplex)). Los resultados obtenidos
se expresan en la tabla 12.

Tabla 12.-Resultados positivios de la comparacion de cuatro métodos fenotipicos para
la caracterizacion de carbapenemasas.

Chromagar CPE  Test sinergia CPE  ICT CPE Amplex CPE

K. pneumoniae (n=11) | 11/11 11/11 11/11 11/11
C. freundii (n=3) | 3/3 3/3 3/3 3/3
K. oxytoca (n=1) | 1/1 0/1 1/1 1/1
Total | 15 14 15 15

BLEE: betalactamasas de especiro extendido. CPE: carbapenemasas. OMP: posible périda de porinas. ICT:
inmunocromatogradfia.

De las 15 cepas estudiadas, las 15 (100%) crecieron en los medios
selectivos para productores de carbapenemasas. Estos medios selectivos fienen
muy buena sensibilidad (100%) y especificidad (100%) en esta serie reducida.

En cuanto al test de sinergia para la deteccion de carbapenemasas fue
positivo en 14 (93,3%) de las cepas: enlas 11 (100%) K. pneumoniae y los 3 (100%)
de C. freundii. El resultado de este test para K. oxytoca productora de VIM fue
no concluyente, el halo de meropenem con dcido dipicolinico (inhibidor de
metaloBlactamasas) no aumentd lo suficiente en comparacion con el de
meropenem.

Las ICT de carbapenemasas fueron positivas en las 15 (100%) de las cepas,

al igual que el estudio molecular de amplificacion de ADN mediante Amplex
SuperbugCRE®.
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5. DISCUSION

5.1 EPIDEMIOLOGIA Y DISTRIBUCION DE LAS CARBAPENEMASAS EN
ENTEROBACTERIACEAE EN LA ACTUALIDAD: UN PROBLEMA CADA VEZ
MAS PREOCUPANTE.

La propagacion mundial de enterobacterias multirresistentes ha ido
creciendo de forma preocupante en los Ultimos anos, convirtiéndose en uno de
los problemas de salud puUblica de mayor relevancia. El uso indiscriminado de
antibidticos, la aparicion de genes de resistencia y el aumento en la fransmision
por elementos genéticos moviles, se han descrito como las principales causas
del aumento en su prevalencia.

A principios de los anos 2000, las betalactamasas de espectro extendido
(BLEE) eran las mds importantes enzimas producidas por las enterobacterias,
generando resistencia a penicilinas, cefalosporinas y aztreonam. Los antibioticos
carbapenemicos se convirtieron en el fratamiento de eleccion para las
infecciones graves producidas por enterobacterias productoras de BLEE.
Debido al aumento en su consumo y la fransmision de genees de resistencia por
elementos genéticos moviles, comenzaron a surgir las enterobacterias
productoras de carbapenemasas (EPC). Ademds, EPC son también resistentes
a multiples antimicrobianos de otras familias como las fluoroguinolonas, los
aminoglucésidos y el cotfrimoxazol, lo que reduce las opciones terapéuticas
clasicas a colistina, aztreonam, fosfomicina y tigeciclina (59).

La prevalencia de las diferentes carbapenemasas es muy variable de
forma global. Las principales carbapenemasas distribuidas a nivel mundial en
enterobacterias pertenecen a los tipos KPC y NDM; siendo menos frecuentes
VIM, IMP y OXA-48 (60,61).

Como se puede observar en la Figura 46, las metalo-B-lactamasas o
carbapenemasas de clase B mds prevalentes son IMP, VIM y NDM (3). IMP es
endémica en Japony en Taiwan, y ha aparecido en brotes esporddicos en otros
paises. VIM-1 es la mds prevalente en enterobacterias, siendo Grecia el pais de
mayor prevalencia (5). Pero la metalobetalactamasa de mayor distribucion es
NDM, de la cual se han descrito hasta 16 variantes y predomina en la India (62).

Actualmente, es muy preocupante la apariciéon y la répida diseminacion
de la carbapenemasa de clase D, OXA-48 (63). Ademds, debido a su variable
perfil de sensibilidad antibidética y heterogenicidad de hidrdlisis de los B-
lactdmicos, se considera que la prevalencia de estas enzimas puede estar
subestimada. La enzima OXA-48 es endémica en Turquia, Oriente medio y Norte
de Africa; y es responsable de numerosos brotes en diferentes paises del
mundo(39,64).

64



Trabajo de fin de Mdster. 2022.

A pesar de la importante distribucion de las carbapenemasas
previamente descritas, la aparicion de KPC es, sin duda, el mayor problema
epidemioldgico. El primer caso de detectd en Carolina del norte en 1996 (65) y
desde entonces se han identificado EPC productores de KPC de formal global,
siendo los paises de mayor prevalencia sen Grecia, Israel, China, Colombia,
Brasil, Argentina y Estados Unidos (66). K. pneumoniae es la principal especie
productora de esta enzima, pero también se ha detectado su presencia en
ofras enterobacterias como K. oxytoca, Morganella morganii, E. coli, C. freundii
e incluso en bacilos Gram negativos no fermentadores como Pseudomonas
aeruginosa (67).
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Figure 1.  Global distribution of carbapenemases in Enterobacteriaceae, by country and region. Data are adapted from [8, 12, 13, 15, 25, 32-40). °KPCs are endemic in some
US states; "0XA mainly refers to OXA-48, except in India, where it refers to 0XA-181. Abbreviations: IMP, active on imipenem metallo--lactamase; KPC, Klebsiella pneumoniae
carbapenemase; NDM, New Delhi metallo-B-lactamase; OXA, oxacillinase-type carbapenem-hydrolyzing B-lactamase; VIM, Verona integron-2ncoded metallo-B-lactamase.

Figura 45.-Distribucion mundial de carbapenemasas en enterobacterias (61).

A partir del proyecto EUSCAPE para el estudio y control de EPC en Europa,
se publicd un documento técnico por el European Center for Disease Control
and Prevention (ECDC) en 2013 en el que se detectd que en 36 de los 39 paises
europeos participantes, incluyendo & Espana, habia habido un incremento en
la deteccion de EPC, siendo la situacién particularmente preocupante en
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Grecia y en Iltalia, debido a la alta prevalencia de K. pneumoniae productora
de la carbapenemasa KPC(68). En 2017, del seno de este mismo proyecto, se
publicd en The Lancet un estudio en el que se caracterizaron las diferentes
carbapenemasas en cepas de K. pneumoniae vy E. coli de 455 hospitales de 34
paises europeos, Turquia e Israel(69). El ratio de produccidn de carbapenemasas
entre K. pneumoniae y E. coli fue de 11:1, siendo los paises de mayor prevalencia
aquellos situados en el sur y en el sureste de Europa: Grecia, Italia, Montenegro
y Espana; siendo nuestro pais el cuarto con mayor incidencia de Europa (0,04
casos por 100 habitantes). Las carbapenemasas mads frecuentes fueron del tipo
KPC seguidas de OXA-48. Las cepas de K. pneumoniae seguian la misma
distribucién, encontrdndose en—mayor prevalencia en lItalia, Israel, Grecia y
Portugal. Las cepas de K. pneumoniae productoras de OXA-48 fueron mds
comunes en Malta, Francia, Bélgica y Espana, siendo las mds frecuente en
nuestro pais por delante de las KPC, seguida de las del tipo VIM. K. pneumoniae
productora de NDM fue la enzima prevalente en los paises bdlticos (69,70).

De las EPC, K. pneumoniae es considerada como la especie mds
relevante clinicamente y con alta predisposicion en la adquisicion de genes de
resistencia y transmisibilidad. Durante los anos 60-70 se establecié como uno de
los patdégenos mdas importantes relacionado con las infecciones por
microorganismos multirresistentes, especialmente en infecciones del tracto
urinario, respiratorias y sepsis(71). En la actualidad, se encuentra en el ranking de
la OMS como uno de los principales patégenos nosocomiales. Segun los datos
epidemioldgicos del ECDC para el ano 2021, en la Figura 47 se muestran los
paises con mayor prevalencia de K. pneumoniae resistente a carbapenems. Se
puede observar que la prevalencia es mayor en los paises del sureste europeo.
Espana se situa entre los paises con una prevalencia media (5,9%), siendo la
carbapenemasa OXA-48 la mds frecuente, seguida de VIM y KPC, con casos
esporadicos de NDM (https://www.ecdc.europa.eu/en).

R - resistant isolates, percentage
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Figura 46.- Prevalencia de K. pneumoniae resistente a carbapenems en Europa en el
ano 2021 (hitps://www.ecdc.europa.eu/en).
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En Espana, los primeros casos detectados de EPC se describieron cepas
de E. coli y K. pneumoniae portadoras de VIM-1 en Barcelona en 2003 (72). Un
estudio multicéntrico en 2009 llevado a cabo en 35 hospitales espanoles
demostré una baja prevalencia (0,04%) de enterobacterias productoras de
carbapenemasas, siendo las mds frecuentes las metalobetalactamasas VIM-1 e
IMP-22 (48). Sin embargo, a lo largo de los anos, ha habido un cambio drdstico
en la prevalencia, con un aumento significativo de las EPC y tfambién en el tipo
de carbapenemasas mds frecuentes.

Entre septiembre de 2009 y febrero de 2010, se decribieron las primeras
KPC en Espana(73), aisldndose dos clones de K. pneumoniae con el gen blakec-
3 en un hospital de Madrid. Al poco tiempo, en otro hospital se encontrd el gen
blakrc2 en tres clones de C. freundi i(74). El primer caso de NDM en Espana se
aislo en 2012 (75) de un absceso infraabdominal en Madrid en un paciente
procedente de la India. Desde entonces los casos descritos de NDM en nuestro
pais son anecdodticos(76).

El gran impacto epidemioldgico en nuestro pais de EPC se produce a raiz
de la emergencia de 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
en 2009 (77). Desde entonces se han descrito varios brotes en diferentes
hospitales del pais (78,79) y en el estudio de infecciones/colonizacion de
carbapenemasas en Madrid era I& mas prevalente(80). En la actualidad, es la
carbapenemasa con mayor prevalencia y alta distribucién en nuestro pais,
encontrada con mayor frecuencia en K. pneumoniae, como se observa en la
Figura 48 obtenida del proyecto CARB-ES-19 (81).

OXA-48 KPC

(T Nocases ol
() Prevalence <1% [ ]
(@D Prevalence 1% to 5%
@ Prevalence >5%

VIM , NDM

FIGURE 1 | Geographical distribution of the prevalence of carbapenemase-producing Klebsiella pneumoniae according to carbapenemase groups.

Figura 47.-Distribucion geogrdfica y prevalencia de K. pneumoniae productora de
carbapenemasa (81).

67



Trabajo de fin de Mdster. 2022.

En 2019, se realizd un estudio multicéntrico, el proyecto CARB-ES-19,
previomente mencionado (81). Se llevd a cabo en 71 hospitales que
representaban 50 provincias espanolas. Se recogieron los 10 primeros aislados
procedentes de cada hospital desde febrero a mayo de 2019. Se detectaron
403 EPC, con un claro predominio de K. pneumoniae (93,5%), sequida de E. coli
(6,.5%), con una prevalencia de 2,5% y 0,04%, respectivamente. La incidencia
acumulada de 0,05 por 100 habitantes venia a demostrar un aumento del 25%
en comparacion con el Ultimo estudio europeo de 2017 (69). La
carbapenemasa mads frecuente fue OXA-48, seguida de KPC-3, VIM-1 y NDM-1.
La distribucion de estas diferia geogrdficamente, encontrando en las Islas
Canarias y el norte de Espana yaa mayor prevalencia de OXA-48 y de KPC en
el sur de Espana (70) .

En nuestro hospital y durante el periodo de estudio, la prevalencia de
enterobacterias productoras de carbapenemasas ha sido del 0,027%, menor
que la prevalencia estimada por los dos estudios multicéntricos de mayor
envergadura CARB-ES-19 (81) y ECDC (69). K. pneumoniae ha sido la especie
mas frecuente asilada en muestra clinica en nuestro trabajo, dato comparable
con el resto de Espana y Europa. En esta especie la carbapenemasa mds
frecuente ha sido OXA-48, seguida de KPC y NDM. C. freundii ha sido la segunda
enterobacteria mds frecuentemente aislada en muestras clinicas en nuestro
medio, detectdndose 3 cepas productoras de VIM. Esta metalobetalactamasa
la identificamos también en un aislado de K. oxytoca.

En nuestro entorno solo se habian descrito previomente 8 cepas
productoras de carbapenemasas. La primera fue una K. aerogenes productora
de VIM-2, procedente de un paciente ingresado en la unidad de cuidados
intensivos (UCI) del Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa en 2012 (82).
También identificamos 2 aislados de K. aerogenes productoras de VIM-2 y VIM-
1.

5.2 ESTUDIO DE SENSIBILIDAD Y GENES DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS
NO B-LACTAMICOS.

Las cepas productoras de carbapenemasas suelen presentar
corresistencias a otros antibidticos no B-lactédmicos, debido a que los genes de
resistencia se incluyen dentro de las platafromas genéticas moviles como
integrones o pldsmidos, favoreciendo su expresion conjunta y su diseminacion.
Es habitual la existencia de casos de multiples resistencias o incluso
panrresistencias que limitan de forma drdstica los tfratamientos frente a estas
bacterias multirresistentes. Las opciones terapéuticas en estos casos son
limitadas, siendo los farmacos de eleccidon aminoglucosidos, aztreonam,
colistina y, de manera menos frecuente, las quinolonas y cotrimoxazol (83).
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En nuestro estudio, la resistencia frente a antibidticos no B- lactdmicos en
las enterobacterias productoras de carbapenemasas es elevada. Se
observaron altos porcentajes de resistencia a aminoglucdésidos (gentamicina
86,7%, tobramicina 93,3%), quinolonas (ciprofloxacino 86,7%), y cotrimoxazol
(53,3%). Amikacina tuvo un porcentaje de resistencia menos acusado pero muy
importante, ya que alcanzé a un tercio de los aislados (33,3%). Es destacable
que solo se encontré una cepa resistente a fosfomicina y no se encontrd ningun
agislamiento resistente a colistina. En el estudio multicéntrico CARB-ES-19
realizado en Espana, en el que estudiaron diferentes aislados de
enterobacterias productoras de carbapenemasas, los porcentajes de
resistencia a gentamicina (54,4%) y tobramicina (74,3%) fueron inferiores a los
resulfados obtenidos en nuestro estudio, mientras que los de ciprofloxacino
(94,2%), y amikacina (27,1%) fueron mas semejantes.

Como respuesta al aumento de resistencias a muchos anfimicrobianos
disponibles entre las EPC, han ido apareciendo en el mercado nuevas
combinaciones de B-lactdmicos/inhibidores de B-lactamasas para el
tfratamento de las infecciones causadas por estos microorganismos
multirresistentes (84-87).

El 100% de las cepas fueron resistentes a ceftolozano/tazobactam. Aunque
esta nueva combinacién tiene actividad frente a las AmpC vy la resistencia
tributaria de las bombas de eflujo y las mutaciones de porinas, no fiene apenas
actividad frente a las carbapenemasas de enterobacterias, lo que lo sitta mds
bien como un antipseudomaodnico muy potente y especifico.

Todas las cepas productoras de metalobetalactamasas fueron resistentes
a Ceftazidima/avibactam, combinacioén que se ha desarrollado para inhibir
serin-B-lactamasas(88). El espectro de acciéon de la ceftazidima incluye AmpC,
que junto a la actividad inhibitori del avibactam, amplian su actividad frente a
carbapenemasas tipo KPC y OXA-48, lo que se demuestra en nuestro estudio
mostrdndose sensibles todas las cepas productoras de OXA-48. Se han descrito
resistencias mediadas por enterobacterias portadoras de KPC-2 y KPC-3(89), lo
que podria justificar la resistencia de la cepa KPC-2 de K. pneumoniae.

Todas las cepas no productoras de KPC (86,7%, n=13) fueron resistentes a
meropenem/vaborbactam. Esta combinacién tiene una potente actividad
frente a KPC y AmpC. Sin embargo, na ha mostrado suficiente actividad frente
a metalobetalactamasas (NDM, IMP o VIM) ni frente a las pertenecientes a la
clase D de Ambler, como OXA-48 (86).

El Cefiderocol fue sensible en la mayoria de las cepas (66,7%), aunque 5
de ellas mostraron una sensibilidad en “area de incertidumbre”.
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Las 2 (18,2%) cepas resistentes a Cefiderocol fueron K. pneumoniae
productoras de OXA-48 y CTX-M-15. Un estudio reciente (90) demostré que la
produccion de CTX-M-15 aumenta la CMI frente a cefiderocol.

Una de las cepas que tenia CMI en “drea de incertidumbre” era
productora de KPC, varios estudios han demostrado que existe resistencia
cruzada a ceftazidima/avibactam y Cefiderocol en algunas cepas productoras
de KPC (91).

Hemos enconfrado que en el 86,7% de las cepas seleccionadas con
sensibilidad disminuida a carbapenems, tan solo 15 fueron productoras de
carbapenemasas (13,3%). Esto nos lleva a pensar que, en nuestro entorno, la
sensibilidad disminuida a carbapenemas se puede atribuir principalmente, a
otros mecanismos Idistintos a la produccidén de carbapenemasas, entre los que
predominan la asociacion de B-lactamasas (tanto cromosdémicas como
adquiridas) junto con posibles mecanismos concomitantes que contribuyan a
reducir la permeabilidad de la membrana externa.

5.3 CLONES DE ALTO RIESGO: K. PNEUMONIAE.

De las once cepas de K. pneumonicae productoras de carbapenemasas,
seis pertencian al mismo paciente, auque se aislaron de muestras clinicas
diferentes (lesion de piel, urocultivo, esputo y hemocultivo), y eran portadras de
los genes: blaoxa-4s, blacmx-m-15, blasuv-100, blamem1s y blaoxa1. Las dos cepas
portadoras de blanom1 pertenecen al mismo paciente, pero fueron aisladas en
diferente muestra clinica (urocultivo y hemocultivo). También portan genes
blaskiv-i00 Yy blaoxaa. Una cepa de K. pneumoniae procedente de un
broncoaspirado de un paciente, porta genes blakec-2, blastv-12, blatem-1a Yy blaoxa-
9. Una cepa de K. pneumoniae procedente de un liquido peritoneal de un
paciente, porta genes blakecs y blaskvas2.  Una cepa de K. pneumoniae
procedente de un liquido arficular de un paciente, porta genes blaoxa-4s, blacx-
M-15Y blashv-11.

Un problema anadido a la difusién de las EPC es la creciente emergencia
y propagacion de esta resistencai en los llamados clones de alto riesgo. Estos
clones suponen un gran problema epidemioldgico debido a su demostrada
capacidad para acumular multiples determinantes de resistencia, virulencia y
capacidad adaptativa. Se han identificado en diferentes patdgenos y en las
mas variadas dreas geogrdficas y se caracterizan por colonizar y persistir
durante largos periodos de tiempo, causando infecciones graves o recurrentes.
Estos clones encuenfran un medio propicio para adquirir nuevos genes de
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resistencia, gracias a su mayor patogenicidad y/o fitness en entornos como las
UCls, debido a la elevada presidn antibidtica selectiva (92).

Los clones de alto riesgo de K. pneumoniae, de mds amplia distribucion
mundial pertenecen a los “cldsicos” complejos clonales CC258 (ST258, ST512,
ST11 y ST340) y CC14 (ST 14 y ST15) y han estado implicados en la diseminacion
mundial de carbapenemasas (93) Figura 49.

Cabe destacar que, aunque las KPC se han descrito en mds de 100
secuenciotipos, la distribucién mundial de esta carbapenemasa de clase A ha
sido debida principalmente a la difusion de cepas pertenecientes al complejo
clonal CC258 (?4). En concreto, en Espana, se han descrito brotes de ST258,
como el acaecido en un hospital terciario en Granada causado por una cepa
de K. pneumoniae ST258 productora de KPC-3 (95) o el primer caso descrito de
K. pneumoniae resistente a colistina en Madrid causado por una cepa del
secuenciotipo ST258/KPC-2 (96).

En una revision de 2016 (97) se estudid la diseminacion de los clones
productores de KPC mds prevalentes: ST101/KPC-2, ST11/KPC-2 y ST512/KPC-3.
Este Ultimo, se relaciona con la diseminaciéon interregional en nuestro pais
ademds de ser el principal clon de diseminacion de KPC en Italia. De hecho, se
describié un importante brote en Cérdoba cuyo paciente indice habia estado
ingresado en un hospital de una localidad italiana (98).

En nuestro hospital durante el periodo de estudio, se aislaron dos cepas
pertenecientes al complejo clonal cc258: ST258/KPC-2 y ST512/KPC-3.
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Figura 48.-Distribution mundial de los secuenciotipos de K. pneumoniae. Tomada de (71).
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En la actualidad, a estos clones de alto riesgo mds conocidos se les han
unido unos nuevos que preocupan especialmente, como son ST147 y ST307.
Ambos clones emergieron en Europa a mediados de los anos 90 convirtiendose
en destacados clones de diseminacion global en un corto periodo de tiempo.
Ademds, ambos estdn relacionados con la produccion de CTX-M-15 (99), de
forma que la progresion en la adquision de genes de resistencia a
carbapenemasas se ha determinado que fue sobre los anos 2000 (100). El clon
ST307 es endémico en Italia, Colombia, Estados Unidos y Suddafrica, mientras que
ST147 lo es en India, ltalia, Grecia y en los paises del norte de Africa (101).

Estos clones han demostrado ser existosos en la diseminacion de
determinantes de resistencias. Por ejemplo, ST307 puede portar genes bla para
la produccion de: OXA-48, KPC-3, VIM-1, NDM-1 y también portaban genes
codificantes de CTX-M-15 (102). A pesar de la baja prevalencia de ST307, cada
vez mds se le relaciona con brotes en diferentes paises, el registrado en
Alemania en 2019 (103) que afectd a 17 pacientes, causando infecciéon en 6,
en el que se identificd la misma cepa de K. pneumoniae sensible solo a
Cefiderocol, cloranfenicol y tigeciclina productora de OXA-48 y NDM-1 del
ST307. También se han descrito brotes en Espana, uno en Cdceres, que afectd
a 12 pacientes y otro en un hospital de Madrid con 2 pacientes (102).

La prevalencia de ST147 no estd clara, pero se le ha relacionado con
numerosos brotes a lo largo del mundo: en Tunez se detectd ST147/NDM-1
asociado a perdida de porinas OmpK35 y Ompk36 (104) y en Grecia, se detectd
ST147 coproductor de KPC-2 y VIM-1 en un brote hospitalario (105). En Espana,
ST147 se ha relacionado con la produccion de OXA-48 y sobre todo con NDM-1
(76).

En nuestro estudio, la carbapenemasa mds frecuentemente detectada
fue OXA-48 y los aislados pertenecian a dos clones: el predominante fue ST307
(n=6), que eran cepas del mismo paciente, pero procedentes de muestras
diferentes; y en un caso el clon identificado fue ST147 (n=1). El clon ST307/OXA-
48 coincide en el tiempo con el aumento de la distribucion global de este clon.

Las 2 cepas productoras de NDM-1 procedian del mismo paciente, y
pertenecian al clon ST147, como se ha comentado previamente, la enzima NDM
es la menos extendida en nuestro entorno(81).

En dos estudios multicéntricos llevados a cabo en nuestro pais en 2015-2016
(106,107)se concluyd que los clones predominantes de K. pneumoniae eran
ST11-ST405/OXA-48, con una menor frecuencia de ST15/OXA-48. La
carbapenemasa OXA-48 pasd a ser la mds frecuente en nuestro medio, con una
distribucidn creciente por todo el pais.

En el ano 2019, en el estudio CARB-ES-19(81)se detectd un aumento
significativo desde 2015 de nuevos clones de alto riesgo como el emergente
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ST307/OXA-48 y una amplia diseminacion de ST512/KPC. Por el contrario,
ST11/OXA-48 ha disminuido notablemente y ST15 se ha mantenido estable. Otros
clones de alto riesgo fueron ST15/OXA-48, ST147/0OXA-48, ST307/KPC-3,
ST392/OXA-48 y ST147/NDM-1; siendo Madrid, Cataluna, Andalucia y Castilla La
Mancha las comunidades de mayor prevalencia. En Aragdn estdn descritas
cepas de ST15/OXA-4, pero no en nuestro hospital.

Los clones de alto riesgo detectados en nuestro hospital coinciden con
los de alto riesgo predominantes en nuestro pais y de forma global. La especie
mds frecuente fue K. pneumoniae y cada clon se recuperd en pacientes
individuales, si bien, algunos de ellos se aislaron en diferentes muestras clinicas,
lo que permite concluir que fueron casos espordadicos.

5.4 EPIDEMIOLOGIA Y CARACTERIZACION OTRAS ESPECIES DE
ENTEROBACTERIAS PRODUCTORAS DE CARBAPENEMASAS EN NUESTRO
ESTUDIO.

De las cepas de C. freundii, se pudo secuenciar una procedente de una
muestra de broncoaspirado, portadora de gen blavimz, blacmy-2 Y blQoxa-1. Las 2
cepas de C. freundii que no pudieron ser secuenciadas pertenecen a 2
pacientes diferentes, son productoras de carbapenemasa tipo VIM y se aislaron
de muestra clinica (broncoaspirado y hemocultivo).

C. freundii es una enterobacteria que se caracteriza por poseer AmpC
cromosémica inducible y en cepas desrreprimidas, junto con la posible pérdida
de porinas, las CMI de los antibidticos carbapenems pueden verse aumentados
o tener resistencia aun en ausencia de carbapenemasas. Como consecuencia,
la produccion de carbapenemasas en esta especie puede ser subestimada. En
el caso de nuestro estudio, solo se pudo secuenciar una de las cepas de C.
freundii, detectando VIM-2, que ademds portaba una AmpC plasmidica CMY-
2, la mds comun detectada en el mundo (26).

Existen pocos estudios de infecciones relacionadas con Citrobacter
freundii productor de carbapenemasas. De hecho, se ha estimado que es un
patdégeno oportunista relacionado en muchas ocasiones con las colonizaciones
y que sirve como un reservorio gendmico, especialmente de genes de
resistencia (48,108). En el resto de Europa se han descrito casos de C. freundii
productores de carbapenemasas: en Italia han detectado productores de VIM-
1 pertenecientes a ST1, ST2, ST3y ST4 (109). En Espana, en un estudio multicéntrico
en 2015 (106) se detectaron 7 cepas de C. freundii prouctoras de OXA-48, VIM y
KPC, y suponian el 1,1% de la muestra total de EPC. Otro estudio llevado a cabo
por el Spanish Antibiotic Resistance Surveillance Programme Collaborating
Group (110), observd que diferentes especies de Citrobacter spp., en especial,
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C. freundii, sintetizaban diferentes tipos de carbapenemasas: la mds frecuente
fue VIM-1 seguida de OXA-48, KPC-2, NDM-1 y VIM-2. Un estudio de aislados
obtenidos de un paciente de la UCI, se demostrd la transmisidon del gen blavim-2
desde P. aeruginosa a C. freundii (111).

En cuanto al secuenciotipo, se ha detectado por WGS que la cepa de
C. freundii secuenciada pertenece al ST?5. En Republica Checa(112) se
describié C. freundii resistentes a colistina perteneciente a ST95 portadores de
blaVIM-4 y en Republica dominicana también se aisld C. freundii en un paciente
del ST95, pero era productor de KPC-2 (113). Con relacion a nuestro estudio, no
hay descrito en la bibliografia C. freundii ST?5 productores de VIM-2.

K. oxytoca estd mds relacionada con la produccion de BLEEs (87,108) que
con la produccion de carbapenemasas. Aunque existen pocos estudios que
abordan la caracterizacion molecular de K. oxytoca productora de
carbapenemas, se ha observado que es la especie mds prevalente del género
como productora de estos enzimas después de K. pneumoniae (114). Aunque
se han descrito casos esporddicos de cepas productoras de NDM-1, IMP-4 y
KPC-2 (115) o, en el estudio ICARE (116) en Estados Unidos para el control de
resistencias bacterianas en UCI se aisld una K. oxytoca productora de KPC-2
(117).

El secuenciotipo al que pertenece es ST43, que se ha descrito
previomente en Israel (118), pero no se ha descrito previamente en Espana. En
nuestro pais de detectaron ST2, ST20, ST36 productores de VIM-1. ST2 también se
ha relacionado con la produccidon de OXA-48 y ST36 de KPC-3. ST141 con OXA-
48 y ST176 con VIM-1 + KPC-5 y NDM-1(119).

5.5 EVALUACION DE LOS METODOS FENOTIPICOS Y MOLECULARES
PARA LA DETECCION DE CARBAPENEMASAS.

Se han descrito varios test fenotipicos para identificar una actividad
carbapenemasas (120).En la actualidad, los métodos moleculares estdn
sustituyendo a  los métodos fenotipicos para la confimacidén de
microorganismos multirresistentes, no obstante, para el cribado de pacientes
colonizados se siguen utilizando métodos fenotipicos.

Hoy en dia existen una amplia variedad de medios cromogénicos en el
mercado, pero los medios Chromoid® CARBA, Chromatic™ CRE y CHROMID®
OXA-48 (121) son los que ofrecen mejores resultados de sensibilidad. Nuestros
resultados han sido de un 100% de sensibilidad y especificidad en el medio CRE
Brillance (Oxoid®).
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Los test de sinergia con E-test en la busqueda de BLEE y AmpC, muestran
sensibilidad y especificidad en muy baja si la enterobacteria es productora de
carbapenemasa (120), con la excepcidn en algunos casos de productores de
OXA-48, debido a su espectro de hidrolisis.

Se detectaron en 5 cepas (33,3%) productoras de OXA-48 la aparicion de
BLEEs mds posible pérdida de porinas, y mediante secuenciacion se confirmo la
presencia de CTX-M-15 y mutaciones en las porinas.

Respecto a los test de sinergia de doble disco, la inhibicion por acido
boronico para a deteccion de carbapenemasas de clase A tiene unos
resultados con una alta sensibilidad, pero baja especificidad en los aislados con
una alta expreion de AmpC (122). Si observamos los resultados obtenidos, no
hubo ningun falso positivo, pero si un no concluyente que corresponde a la
cepa de K. oxytoca, productora de VIM y AmpC plasmidica, por lo que la
concentraciéon de 50mg/mL interpretamos que no fue suficiente para inhibir la
expresion de AmpcC.

Las inmunocromatografias son un método rdpido, de alta sensibilidad vy
especificidad en la deteccion de BLEE y carbapenemasas, aunque en el caso
de las NDM e IMP se ha comprobado que la especificidad decrece a
99.6%(123). En nuestro estudio, las cepas con NDM, los resulfados de CTX-M
dieron falsos positivos cuando se comprobd mediante métodos moleculares. De
las ofras cepas, todas mostraron resultados positivos con una alta especificidad
respecto alos métodos moleculares.

Los métodos moleculares se caracterizan por su alta sensibilidad y
especificidad, con el gran inconveniente de incrementar coste y fiempo. Esto
hace que introducirlos en la practica clinica diaria de los laboratorios de
microbiologia es dificil en algunos casos. No obstante, cada vez existen métodos
mas rapidos, versatiles y menos costosos (124-126).

Los medios cromogénicos y los métodos de sinergia requieren tiempo de
crecimiento y en ocasiones los resulfados no son concluyentes. La
inmunocromatografia es una técnica mds sensible y especifica, pero el rango
de deteccion de diferentes B-lactamasas es limitado. En nuestro estudio se
confirmaron las carbapenemasas detectadas mediante los métodos
fenotipicos descritos tanto con la técnica molecular LAMP (Amplex®) como
mediante la secuenciacion del genoma completo. Ademds, se obtuvo mds
informacién para la caracterizacion de las cepas que mediante métodos
convencionales no es posible, como la deteccidn de determinantes de
resistencia a otros antimicrobianos, mutaciones del genoma que generan
resistencia o, mediante mds estudios, genes de virulencia o secuencias
genéticas moviles(127).
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5.6 LIMITACIONES DEL ESTUDIO.

La principal limitacion de nuestro estudio es que los resultados obtenidos
pueden ser poco representativos ya que el niUmero de muestras es bajo. Esto es
debido a que en nuestro entorno la prevalencia de cepas con sensibilidad
disminuida a carbapenems es baja, por lo que pocos dislamientos cumplian los
criterios de seleccion necesarios para llevar a cabo la investigacion.

Los test de sinergia para la deteccion de BLEE y AmpC no se han realizado
con inhibidores de carbapenemasas. Por esta razén, los resultados se han
podido ver condicionados, debido a que la produccidén de carbapenemasas
enmascara la produccion de BLEE y AmpC.
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6. CONCLUSIONES

1. La aparicion de enterobacterias resistentes a carbapenémicos,
constituye un serio y creciente problema de salud publica. Este estudio
constituye un aporte a la epidemiologia de las carbapenemasas
circulantes en la comunidad de Aragdn en los Ultimos anos y a su
caracterizaciéon epidemioldgica y molecular.

2. La mayoria de las enterobacterias con sensibilidad disminuida a
carbapenémicos en nuestro entorno obedecen a ofros mecanismos
diferentes a la produccion de carbapenemasas, como la produccion de
AmpC en combinacién con cambios en la permeabilidad de la
membrana bacteriana (pérdida, modificacion y/o disminucion de la
expresion de porinas) y/o hiperexpresion de bombas de eflujo.

3. La prevalencia de enterobacterias productoras de carbapenemasas en
nuestro sector (0,027%) es menor que en ofras regiones espanolas vy
europeas.

4. La implementacion de métodos moleculares y la secuenciacion del
genoma completo constituyen un avance importante para el estudio y
control de microorganismos multirresistentes, o que ayuda a tomar
medidas rapidas para evitar su propagacion.

5. Pese al bagjo nimero de EPC detectado hasta el momento, es
imprescindible realizar una vigilancia activa de estas enzimas en
cualquier aislado de enterobacterias con sensibilidad disminuida a
cualqguier carbapenémico.

6. Conocer nuestra realidad local permite tomar las medidas adecuadas
de vigilancia y control, asi como estar alerta ante la llegada de nuevas
carbapenemasas y/o secuenciotipos de alto riesgo emergentes.
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