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RESUMEN

La aparicion y diseminacién incontrolada de enterobacterias productoras de
carbapenemasas (EPC) es uno de los principales problemas de Salud Publica en todo el
mundo. Los genes responsables de la produccién de carbapenemasas suelen estar
asociados a elementos genéticos méviles que facilitan su transferencia entre distintas
especies de enterobacterias. Estas enzimas son capaces de hidrolizar casi todos los
antibidticos B-lactdmicos y, por lo general, se asocian a altas tasas de resistencia a otras

familias de antimicrobianos.

En Espafia, la incidencia de EPC esta alcanzando niveles endémicos en el dmbito
nosocomial. En nuestro entorno, las EPC mas frecuentes son Klebsiella pneumoniae
productora de OXA-48 y VIM. La prevalencia de enterobacterias productoras de KPC
y en particular de NDM es menor, aunque estd aumentando en algunas regiones. La
epidemiologia de OXA-48 se ha asociado en gran medida a la expansion global de
clones de alto riesgo de K. pneumoniae bien adaptados al medio hospitalario y a la
diseminaciéon de plasmidos relacionados con IncL/M-pOXA-48a. Sin embargo,
actualmente la diseminacién de estos plasmidos portadores de OXA-48 en otras
especies de bacterias gramnegativas, y particularmente en E. coli, estd contribuyendo
también a la endemicidad de esta carbapenemasa en el dmbito hospitalario y representa
una grave amenaza para la Salud Pdblica. Como consecuencia, se han implementado
sistemas de vigilancia activa para reducir esta diseminacién y actualmente la
declaracién de casos infectados y/o colonizados por EPC a las autoridades de Salud

Publica es obligatoria en diferentes Comunidades Auténomas.

El objetivo de esta tesis fue estudiar la epidemiologia, la estructura poblacional,
los genes de carbapenemasa y los plasmidos portados por estas EPC aisladas en nuestro
hospital durante el Proyecto Europeo R-GNOSIS, estudio controlado y aleatorizado
para evaluar estrategias de aislamiento en pacientes portadores de enterobacterias

productoras de B-lactamasas de espectro extendido (E-BLEE).

En el primer Capitulo, el objetivo fue estudiar la incidencia de portadores de
E-BLEE y EPC, la diversidad de especies y la caracterizacion de las enzimas
correspondientes durante el Proyecto R-GNOSIS. Desde marzo de 2014 hasta marzo de

2016, se recogieron 15.556 torundas rectales de 8.209 pacientes ingresados en dos
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servicios médicos (Gastroenterologia y Neumologia) y dos servicios quirdrgicos
(Neurocirugia y Urologia) de nuestro hospital. Durante el estudio, la incidencia de
portadores de E-BLEE fue del 8,4% y no se pudo demostrar la eficacia de la estrategia
de aislamiento de contacto (AC) en la reduccién de la transmision de E-BLEE. Entre los
productores de BLEE, la diversidad de especies fue invariable en el tiempo y E. coli fue
la especie predominante (78,5%). La incidencia de EPC (2%) también se mantuvo sin
cambios a lo largo del tiempo y se observd una disminucion en la diversidad de
especies. Ademads, coincidiendo con la implementacién de medidas de AC dirigidas a
reducir la transmision de E-BLEE se observaron cambios significativos, sugiriendo que
el aislamiento preventivo de los pacientes colonizados/infectados con E-BLEE podria
haber tenido un efecto indirecto en la prevalencia de EPC. Posteriormente, se analiz6 la
prevalencia, las caracteristicas microbioldgicas y los cambios en la diversidad clonal a
lo largo del tiempo de la poblaciéon de EPC. Se caracterizaron un total de 198 EPC
procedentes de 162 pacientes. En el 56,6% de los pacientes, la adquisiciéon de EPC fue
de origen nosocomial, mientras que en el 22,8% se relaciond con ingresos previos en
nuestra institucion y en el 3,7% con asistencia sanitaria en otros centros de nuestra
region. K. pneumoniae (53,5%), E. coli (19,2%) y Enterobacter cloacae complex
(11,1%) fueron las especies mds frecuentemente asociadas a la produccion de
carbapenemasa. Por otra parte, OXA-48 fue la enzima identificada en mds de la mitad
de los casos (64,1%), seguida de VIM-1 (26,8%), NDM-1 (5,3%) y KPC-3 (3,5%).
Ademas, el 55,5% fueron coproductores de BLEE, siendo OXA-48 y CTX-M-15 en
K. pneumoniae la asociacion mas frecuente (29,3%). En general, la amikacina (9,6%),
tigeciclina (9,6%) y colistina (0,5%) fueron los antibidticos que mostraron mayor
sensibilidad. Desde el punto de vista de la estructura poblacional, se identificaron dos
clones epidémicos de K. pneumoniae [OXA-48-CTX-M-15-ST11 (26,5%) y VIM-1-
SHV-12-ST54 (10,5%)] y una alta diversidad genética entre el resto de aislados de EPC.
Ademads, se observo la diversificacion de OXA-48 a lo largo del tiempo entre la
poblacién de K. pneumoniae, coincidiendo con la emergencia de clones E. coli-OXA-

48-CC10.

El objetivo del segundo Capitulo fue describir las caracteristicas
microbioldgicas, la estructura poblacional y los pldsmidos de las EPC recogidas en
pacientes cocolonizados por diversas especies de enterobacterias productoras de OXA-

48, VIM-1 y KPC-3 (23/162). En general, la cocolonizacién con EPC-OXA-48 fue el
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evento mas frecuente (20/23, 87%) (p<0,05), siendo K. pneumoniae (p<0,05) y E. coli
(p<0,01) las especies predominantes (20/23, 87%). En 15 pacientes, se detectd K.
pneumoniae 'y E. coli productores de OXA-48 en la misma muestra, pero con frecuencia
después de una colonizacién previa con OXA-48-K. pneumoniae. Entre los aislados de
K. pneumoniae, se detectaron clones de alto riesgo (ST11-OXA-48, ST15-OXA-48,
ST307-OXA-48), pero en la poblacién de E. coli se encontré una mayor diversidad
clonal. Asimismo, se describe una alta transmisién in vivo entre distintas especies,
debido principalmente a la transferencia horizontal de un pldsmido IncL-pOXA-48
dominante (relacionado con IncL/M-pOXA-48a), pero también de forma esporadica por

plasmidos pVIM-1 relacionados y pKPC-3 no relacionados.

En el tercer Capitulo se estudi6 la que consideramos que es la primera
descripcion de Kluyvera spp. productora de OXA-48, portadora también de la nueva
variante CTX-M-213. Durante el proyecto R-GNOSIS, se detectaron 6 pacientes sin
aparente nexo epidemioldgico colonizados por un tnico clon de OXA-48-Kluyvera spp.
De uno de estos aislamientos se realiz6 la secuenciacion del genoma completo (WGS,
[llumina HISeq-2500) y el andlisis bioinformatico de los plasmidos (PLACNET,
Plasmid SPAdes). El gen blapxaas se localiz6 en un plismido IncL. de ~60 kb
relacionado con IncL/M-pOXA-48a y el gen blacrxm213 €n una regién cromosémica
conservada del género Kluyvera. El andlisis del gendma también permitié identificar un
plasmido IncF de ~177 kb (clase 1, integron sull y aadA?2) y otro IncQ de ~9 kb (154-

blarox-g).

Finalmente, en el cuarto Capitulo se describié un brote por K. pneumoniae
productora de NDM-1, CTX-M-15 y DHA-1 en el servicio de Neurocirugia entre
septiembre de 2015 y febrero de 2016. El brote afecté a nueve pacientes, uno de ellos
procedente de Pakistdn (caso indice), considerado una regién endémica. Se identificaron
dos clones (NDM-1-ST437 y NDM-1-ST101) con diferentes pldsmidos portadores de
NDM-1. Las EPC-NDM-1 mostraron una alta corresistencia a otros antimicrobianos,
siendo colistina y amikacina (clon C/ST101) o colistina, tigeciclina y cotrimoxazol
(clon H/ST437) las tnicas opciones terapéuticas. Ademads, en dos pacientes también se
detect6 la colonizacién con otras EPC (K. pneumoniae-OXA-48-ST11, K. pneumoniae-

VIM-1-ST54, K. pneumoniae-VIM-1-ST908 y E. coli-VIM-1-ST43).
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En conclusion, el efecto indirecto positivo del aislamiento de portadores de
E-BLEE durante el proyecto R-GNOSIS mostré6 que el refuerzo de las medidas
epidemioldgicas podria beneficiar la disminucién de las EPC. Sin embargo, a pesar de
las medidas de control, durante este estudio describimos una poblacion de EPC
policlonal y variable a lo largo del tiempo. La coexistencia de clones mundialmente
diseminados, como K. pneumoniae-ST11-OXA-48, con clones no relacionados y
emergentes como K. pneumoniae-ST101-NDM-1, K. pneumoniae-ST54-VIM-1 y
E coli-OXA-48-CC10, muestra una compleja epidemiologia en nuestra institucion. La
persistencia de clones de alto riesgo de K. pneumoniae-OXA-48 podria explicar la
exitosa y bien descrita transferencia interespecie de un pldsmido IncL-pOXA-48
dominante desde K. pneumoniae a otras especies de enterobacterias, principalmente
E. coli. Este complejo escenario epidemioldgico podria facilitar la diseminacién de
diferentes carbapenemasas en el entorno comunitario a través de clones epidémicos y no
epidémicos multirresistentes. La implementacion adecuada de medidas de control de la
infeccién y de programas de vigilancia activa ininterrumpida para detectar colonizacion

es imprescindible para prevenir la diseminacién global de las EPC.
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ABSTRACT

The emergence and uncontrolled dissemination of carbapenemase-producing
Enterobacteriaceae (CPE) has caused great concern to public healthcare systems
worldwide. Genes associated with carbapenemase production are often contained on
mobile genetic elements that facilitate transfer among different Enterobacteriaceae
species. These enzymes are able to hydrolyze nearly all B-lactam antibiotics and are

usually associated with co-resistance to other antimicrobials.

In Spain, the incidence of CPE is reaching endemic levels in the nosocomial
environment. The most predominant CPE are OXA-48 and VIM-producing Klebsiella
pneumoniae. Prevalence of KPC and particularly NDM-producing Enterobacteriaceae
is lower but is increasing in certain areas.The epidemiology of OXA-48 has been largely
associated with both global expansion of hospital-adapted K. pneumoniae clones and
the dissemination of plasmids related to IncL/M-pOXA-48a. Nevertheless, the current
spread of OXA-48-encoding plasmids into other Gram-negative bacteria species,
particularly E. coli, is also contributing in the endemicity of this carbapenemase in
hospital setting and depicts a great public health threat. As a consequence, regional
guidelines have been implemented to curtail this dissemination and declaration of CPE

to Public Health authorities is now mandatory in different Autonomous Communities.

The objective of this thesis was to study the epidemiology, population structure,
characterization of carbapenemase and plasmids of CPE in our hospital during a cluster-
randomized study evaluating isolation strategies for extended spectrum [-lactamase

producing Enterobacteriaceae (E-ESBL)-carriers (R-GNOSIS European Project).

In the first chapter the aim was to assess the incidence of E-ESBL and CPE
carriers, species diversity and characterization of the corresponding enzymes during the
R-GNOSIS Project. From March-2014 to March-2016, 15556 rectal swabs from 8209
patients admitted in two medical (Gastroenterology and Pneumology) and two surgical
(Neurosurgery and Urology) wards were collected. During the study, incidence of
E-ESBL-carriers was 8.4% and the efficacy of the contact isolation (CI) strategy in
reducing ESBL transmission could not be demonstrated. Among ESBL producers,
species diversity was invariable over time and E. coli was predominant (78.5%).

Incidence of CPE carriage remained also unchanged over time (2%) and a decreased in
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the species diversity was observed. Furthermore,significant differences were observed
coinciding with the implementation of CI measures targeted to reduce E-ESBL
transmission, suggesting that preventive isolation of colonized/infected patients with
E-ESBL could have had an indirect effect on the CPE prevalence. Subsequently, we
studied the occurrence, microbiological features and changes in clonal diversity over
time of CPE population. A total of 198 CPE isolates from 162 patients were
characterized; 56.6% of cases were considered to be acquired during the study period,
while others were related to a previous admission in our institution (22.8%) or in other
healthcare center in our region (3.7%). K. pneumoniae (53.5%), E. coli (19.2%) and
Enterobacter cloacae complex (11.1%) were the most frequent species. Moreover, the
most frequent carbapenemase was OXA-48 (64.1%), followed by VIM-1 (26.8%),
NDM-1 (5.3%) and KPC-3 (3.5%), and they were co-produced with ESBLs in 55.5%.
Interestingly, OXA-48+CTX-M-15-K. pneumoniae was the most frequent association
(29.3%). Overall, amikacin (9.6%), tigecycline (9.6%) and colistin (0.5%) showed low
non-susceptibility. Two major K. pneumoniae clones were identified [OXA-48-CTX-
M-15-ST11 (26.5%) and VIM-1-SHV-12-ST54 (10.5%)] with a high genetic diversity
among the remaining CPE isolates. Additionally, the diversification of OXA-48 was
observed over time among K. pneumoniae population, coinciding with the emergence of

E. coli-OXA-48-CC10 clones.

The aim of the second chapter was to define the microbiological features,
population structure and plasmid characteristics of CPE recovered from patients co-
colonized with OXA-48, VIM-1 and KPC-3 producers (23/162). Overall,
OXA-48-co-colonization was the most frequent event (20/23, 87%) (p<0.05), and
K. pneumoniae (p<0.05) and E. coli (p<0.01) were the predominant species
(20723, 87%). OXA-48-producing K. pneumoniae and E. coli were recovered from the
same sample in 15 patients, but frequently after a prior colonization with a single
OXA-48-K. pneumoniae. Among K. pneumoniae isolates, high-risk clones
(ST11/0XA-48, ST15/0XA-48, ST307/0XA-48) were mainly detected, but a higher
clonal diversity was found among the E. coli population. A high in-vivo cross-species
transmission was identified, presumptively due to horizontal transfer of a dominant
IncL-pOXA-48 plasmid (related to IncL/M-pOXA-48a), but also sporadically caused by
related or unrelated VIM-1 and KPC-3 encoding plasmids.
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In the third chapter we study what we believe to be the first description of
OXA-48-producing Kluyvera spp. isolates, expressing also the novel variant
CTX-M-213. During the R-GNOSIS project, a single clone of OXA-48- Kluyvera spp.
was detected colonizing 6 unrelated patients. Whole genome sequencing (WGS,
IMllumina HISeq-2500) and further bioinformatics analysis of plasmids (PLACNET,
PlasmidSPAdes) were additionally performed. The blapxa.4s gene was located on a
~60kb IncL plasmid related to IncL/M-pOXA-48a and the novel blactx.m-213 in a
conserved chromosomal region of Kluyvera genus. Genomic analysis also revealed a
~177 kb IncF plasmid (class I integron sull and aadA2) and an ~9 kb IncQ
(IS4-blarox-s).

Finally, in the fourth chapter we described an outbreak due to NDM-1+
CTX-M-15+DHA-1-producing K. pneumoniae in the Neurosurgery ward from
September-2015 to February-2016. Nine patients were involved in the outbreak, one of
them connected with a foreign origin (Pakistan). Two clones (NDM-1-ST437 and
NDM-1-ST101) with different NDM-1-containing plasmids were identified. A high
co-resistance was found among NDM-1-positive isolates, leaving only colistin and
amikacin (C/ST101 clone) or colistin, tigecycline and sulfamethoxazole/trimethoprim
(H/ST437 clone) as therapeutic options. Colonization with other EPC
(OXA-48-K. pneumoniae-ST11, VIM-1-K. pneumoniae-ST54, VIM-1-K. pneumoniae-
ST908 and VIM-1-E. coli-ST43) was also detected in two patients.

In conclusion, the positive collateral effect of isolation of E-ESBL-carriers during
the R-GNOSIS project revealed that reinforcement of epidemiological measures could
have benefit the decrease of CPE. Nevertheless, despite control interventions, we
describe a polyclonal and changeable CPE population over time. Coexistence of
worldwide disseminated clones, as OXA-48-K. pneumoniae-ST11, with unrelated and
emerging clones such as NDM-1-K. pneumoniae-ST101, VIM-1-K. pneumoniae-ST54
and OXA-48-E. coli-CC10, depicts a disturbing CPE epidemiology in our institution.
The persistence of high risk clones of OXA-48-K. pneumoniae could explain the
successful cross-species transfer of a dominant IncL-pOXA-48 plasmid from K.
pneumoniae into other Enterobacteriaceae species, predominantly E. coli. This
complex scenario could facilitate the dissemination of different carbapenemases into the
community through epidemic and non-epidemic multi-drug resistant clones. Proper

implementation of infection control measures and uninterrupted active surveillance
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programs for detecting colonization are needed to prevent the global dissemination of

CPE.
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INTRODUCCION

“En la vida no existe nada que temer, solo cosas que comprender”

Marie Curie
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INTRODUCCION

1. La resistencia a los antimicrobianos

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) constituye actualmente una de las
principales amenazas para la Salud Publica mundial, la seguridad alimentaria y el
desarrollo biosanitario. Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la RAM se
produce cuando microorganismos como bacterias, hongos, virus o pardsitos sufren
cambios debido a la exposicion a los distintos medicamentos antimicrobianos
(antibidticos, antifiingicos, antiviricos o antiparasitarios) y son capaces de resistir al

efecto inhibitorio o letal de los mismos.

Por su alta prevalencia y las repercusiones clinicas y epidemioldgicas que
conllevan, la resistencia a los antibidticos es actualmente la mas relevante. La
resistencia a los antibidticos se ha definido como la capacidad de una bacteria para
sobrevivir en concentraciones de antibidtico que inhiben o matan a otras bacterias
sensibles pertenecientes a la misma especie [1]. La resistencia se puede producir de
manera natural (resistencia intrinseca) o por adquisicién de mecanismos de resistencia
(resistencia adquirida). La primera (natural o intrinseca) se produce cuando el
microorganismo posee mecanismos propios codificados a nivel cromosémico que le
hacen insensible a la accién de un determinado antimicrobiano. La resistencia adquirida
a antibidticos es un fendmeno natural que surge como consecuencia de modificaciones
en el cromosoma bacteriano (mutaciones puntuales ocurridas al azar y posterior
seleccién de cepas resistentes tras la exposicion a los farmacos) o por transferencia
genética (por recombinacién de ADN exdgeno con el cromosoma bacteriano o por

transferencia horizontal de genes mediante elementos genéticos moéviles) [2,3].

Las resistencias transmisibles mediante elementos genéticos mdviles son las mas
relevantes desde el punto de vista clinico y epidemiolégico, ya que pueden albergar mas
de un mecanismo de resistencia y pueden transmitirse de bacteria a bacteria (incluso
entre bacterias pertenecientes a distintos géneros y especies), contribuyendo a la
emergencia y propagacién de microorganismos multirresistentes. Una bacteria es
considerada multirresistente (MDR) cuando presenta resistencia a tres 0 mds grupos de
antimicrobianos de uso clinico habitual, y dicha resistencia tiene relevancia clinica

(conlleva dificultad en el tratamiento de las infecciones producidas por dichas bacterias)

21



y epidemioldgica (es causante de brotes epidémicos, de la transmisién de diferentes
mecanismos de resistencia, etc.) [4,5]. En los ultimos afios se han definido otros
términos como ‘“‘extremadamente resistentes” (XDR), cuando los microorganismos son
Unicamente sensibles a una o dos categorias de antimicrobianos, y panrresistentes
(PDR), cuando los aislados bacterianos son resistentes a todas las clases de antibidticos

disponibles [6].

o
 —— ]
Los antibioticos se administran Los animales desarrollan
tanto a los animales como a los bacterias resistentes a los
cultivos medicamentos en su intestino
= r e
¢C0m0 Se pFO pa ga Ia Las bacterias resistentes a los

medicamentos llegan a los seres

Los antibiéticos se administran a resiste ncia a antibiéticos? humanos a través de los alimentos,

los pacientes, lo que puede dar el medio ambiente (agua, suelo,
lugar a bacterias resistentes a los aire) o por el contacto directo
farmacos que se desarrollan en humano-animal

el intestino l

o —_———
L.J 3 t*&
- e .

El paciente asiste a un hospital Las bacterias resistentes a los Las bacterias resistentes a los

o clinica medicamentos se propagan a otros medicamentos se propagan

pacientes a través de la falta de higiene y entre todas las personas

de centros hospitalarios sucios

Figura 1. Factores que promueven la aparicion y diseminacién de bacterias resistentes a
los antibidticos (modificado de http://www.who.int/mediacentre/events/2015/world-
antibiotic-awareness-week/Spanish. WHO_HWC _infographics_howitspreads_low-

res.pdf).

Existen multiples factores que promueven la aparicién y propagaciéon de la
resistencia a los antibidticos (Figura 1). En el drea de salud humana, la presion selectiva
surge principalmente de la combinacion del uso abusivo e incorrecto de los antibidticos,
el inapropiado control de las infecciones, las condiciones sanitarias deficientes y la
manipulacién inadecuada de los alimentos. Las diversas politicas sobre el uso de

antimicrobianos en los distintos paises, las infraestructuras sanitarias deficientes en los
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paises subdesarrollados, el comercio y la globalizacién, han contribuido también a la
rapida difusion de la resistencia en todo el mundo [7-9]. Asimismo, el inadecuado y
excesivo consumo de antimicrobianos en salud animal y la diseminacién de los residuos
de estos medicamentos a través del suelo, los cultivos y el agua, contribuyen a la

emergencia y circulacidn de estos microorganismos resistentes [10].

Las infecciones por microorganismos multirresistentes se han asociado a un
aumento de la mortalidad debido a las limitadas opciones terapéuticas existentes. En la
Unién Europea (UE) cada afio mueren alrededor de 25.000 pacientes a causa de
infecciones producidas por estas bacterias. Se estima que en el afio 2050 la resistencia a
antimicrobianos podrad causar hasta 10 millones de muertes al afio en todo el mundo.
Estas infecciones son un desafio no solo para la ciencia y los sistemas sanitarios, sino
también una carga econdémica importante para las instituciones sanitarias. En la UE el
tratamiento de infecciones causadas por microorganismos multirresistentes supone una
pérdida de la productividad y un incremento en los costes de la atencién sanitaria de al

menos 1.500 millones de euros [11-13].

Para luchar contra la resistencia a los antimicrobianos es necesario aplicar el
concepto “One Health”, es decir, deben implementarse estrategias y medidas de manera
coordinada entre la Salud Publica, la sanidad animal y el medio ambiente. El plan de
accion mundial elaborado por la Asamblea Mundial de la Salud en 2015 establece cinco
objetivos estratégicos para combatir la resistencia: 1) mejorar la concienciacién y la
comprension de la poblacion con respecto a la RAM; 2) reforzar los conocimientos y la
base cientifica a través de la vigilancia y la investigacion; 3) reducir la incidencia de las
infecciones; 4) utilizar de forma 6ptima los agentes antimicrobianos en salud humana y
animal; y 5) aumentar la inversién en nuevos medicamentos, métodos de diagndstico,
vacunas y otras intervenciones, asi como llevar a cabo una inversién sostenible que

tenga en cuenta las necesidades de todos los paises [14].

Actualmente, el incremento global experimentado por las enterobacterias
productoras de carbapenemasas (EPC) constituye una amenaza creciente para la
seguridad del paciente y las instituciones sanitarias de todo el mundo [15]. Los
principales factores que han contribuido a la exitosa propagacién de estas EPC han sido
la diseminacién de clones ampliamente distribuidos, el establecimiento de reservorios

en hospitales y otros centros sanitarios, la asociacion con otros genes de resistencia que
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favorecen la coseleccidn, y la presencia de estos genes en diferentes estructuras

genéticas de transferencia horizontal que facilitan su dispersion [16].

En Espafa, en los tdltimos afios se ha producido un aumento importante de la
incidencia de brotes nosocomiales por EPC, con un incremento de las diferentes clases
moleculares y de su dispersion geografica. Ademds, en paralelo, estd aumentando la
aparicion de casos extrahospitalarios, elevando el riesgo de diseminacién de estas
enterobacterias multirresistentes en la comunidad [17,18]. Actualmente, nuestro pais
dispone de un Plan Nacional de Resistencia a los Antibidticos (PRAN), que incluye un
plan estratégico y de accién para reducir el riesgo de seleccidon y diseminacién de las

resistencias a los antibidticos, tanto en medicina humana como veterinaria [19].

2. El orden Enterobacterales

El orden Enterobacterales (dominio Bacteria, filo Proteobacteria, clase
Gammaproteobacteria) es un amplio y diverso grupo de bacterias gramnegativas
recientemente clasificado, que incluye 7 familias: Enterobacteriaceae, Erwiniaceae,
Pectobacteriaceae, Yersiniaceae, Hafniaceae, Morganellaceae and Budviciaceae [20].
Se trata de bacterias con un tamafo intermedio (0,3-1pm x 0,6-6pum), con morfologia de
bacilo o cocobacilo, inmdviles o méviles por flagelos peritricos y no esporuladas. Son
anaerobias facultativas, catalasa positivas, oxidasa negativas, reductoras de nitrato a
nitrito y fermentadoras de glucosa y otros azucares. Los principales factores de
virulencia de estas bacterias son el lipopolisaciarido (LPS) de la pared celular, la
produccion de fimbrias o pili que permiten la unidn a otras bacterias y a las células del
huésped, y la formacién por parte de algunas especies de una cdpsula polisacaridica o

proteica con funcién protectora [21].

El habitat principal de los miembros del orden Enterobacterales en los seres
humanos y animales mamiferos es el tracto gastrointestinal (TGI), de ahi que reciban el
nombre comin de enterobacterias (del griego ‘“enteron”, intestino). De manera
circunstancial se pueden encontrar colonizando otras partes del cuerpo como la zona
perineal, la vagina, la cavidad oral o la regién nasofaringea. Algunas bacterias de este
orden se encuentran también ampliamente distribuidas en la naturaleza, pudiéndose
encontrar asociadas a diversos nichos ecoldgicos, tanto terrestres como acudticos, €

incluso con otros organismos vivos como plantas o insectos [20,21].
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Las enterobacterias representan menos del 0,1% (<10® ufc/g) de la microbiota
intestinal, pero mantienen una relacién mutualista con nuestro sistema y llevan a cabo
importantes funciones metabdlicas [22-24]. Algunas especies como Salmonella
enterica, Shigella spp., Yersinia spp., Klebsiella granulomatis y algunas cepas de
Escherichia coli, son patégenos entéricos primarios y se asocian siempre a enfermedad.
Sin embargo, especies como E. coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca,
Enterobacter cloacae, Klebsiella aerogenes, Serratia marcescens, Citrobacter freundii,
Citrobacter diversus, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Providencia stuartii y
Morganella morganii, entre otras, son comensales y solamente causan infeccién como

patégenos oportunistas [25-28].

E. coli es el coliforme aerobio mds frecuente del TGI (10°-10® células por gramo de
contenido intestinal). La mayor parte de los aislados de E. coli que se encuentran
colonizando el TGI mantienen una relacién simbidtica con las células intestinales y
persisten en el hospedador durante meses o aflos, causando infecciones unicamente
como patdgenos oportunistas [29]. Sin embargo, el genoma de E. coli es altamente
flexible, por lo que la adquisicion de determinados factores de virulencia y de
resistencia por parte de cepas comensales puede dar lugar a patégenos altamente
adaptados causantes tanto de infecciones intestinales como extraintestinales graves.
Aunque es el principal agente responsable de infecciones comunitarias (primera causa
de infecciones del tracto urinario y bacteriemia), también es el principal causante de

infecciones nosocomiales [25-27].

K. pneumoniae tiene como habitat principal las superficies mucosas de humanos y
otros mamiferos, principalmente el TGI y el nasofaringeo. A diferencia de E. coli, esta
enterobacteria también tiene como hébitat natural distintos nichos ambientales como el
agua, el suelo o las plantas. Es inmdvil y posee una cdpsula polisacaridica que le
confiere virulencia y aspecto mucoso [30]. Aunque puede producir infecciones de
origen comunitario, K. pneumoniae es considerado un importante patégeno nosocomial
y se asocia con frecuencia a brotes hospitalarios y a altas tasas de mortalidad [31,32].
Las manos del personal sanitario son consideradas la principal via de transmision de
esta enterobacteria, especialmente de determinados clones epidémicos (clones de alto
riesgo) que estdn bien adaptados al medio sanitario y que han adquirido factores de
virulencia o genes de resistencia a antibidticos mediante elementos genéticos mdviles.

Las enfermedades subyacentes y las alteraciones del sistema inmunolégico de los
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pacientes, asi como la antibioterapia previa (especialmente con fluoroquinolonas y
penicilinas antipseudomoénicas) y las largas estancias hospitalarias, son considerados
importantes factores de riesgo para la colonizacién y posterior infeccion por cepas

epidémicas de K. pneumoniae [30,33-35].

Otras enterobacterias, como Enterobacter spp., Citrobacter spp., Morganella spp.,
Proteus spp., Serratia spp. o K. oxytoca, también pueden producir infecciéon en el

ambito hospitalario, aunque en menor proporcién [25].

3. Los antibioticos B-lactamicos

En los afios 40 del siglo pasado, la FDA (del inglés, “Food and Drug Administration”)
aprob6 la utilizacién de los antibidticos B-lactimicos en la practica clinica para el
tratamiento y profilaxis de infecciones causadas por bacterias patégenas humanas y
animales. Actualmente, los antibidticos [-lactdmicos constituyen la familia mas
numerosa de antimicrobianos y la mds utilizada en el tratamiento de infecciones

bacterianas causadas por bacterias gramnegativas, grampositivas y espiroquetas.

3.1. Clasificacion

Los antibidticos B-lactdmicos se caracterizan por la presencia de un anillo B-lactdmico
formado por tres dtomos de carbono y uno de nitrégeno. Los miembros de esta gran

familia de antibidticos se clasifican en 5 grupos definidos en funcién del anillo

adyacente al B-lactdmico y las cadenas laterales complementarias (Figura 2) [36]:
£ R
R- NH RS
Anillo B-lactamico . —_
Cefalosporinas R Carbapenems
& NH & N S g N
R R
" ° R —NHu— R
Penicilinas R Inhibidores de
. N P Monobactams B-lactamasas
O O/ N O// N

Figura 2. Estructura quimica de los antibi6ticos B-lactdimicos (modificado de [37]).

1) Penicilinas: se clasifican en penicilinas naturales (bencilpenicilina o penicilina
G), semisintéticas (ampicilina y amoxicilina) y penicilinas resistentes a penicilinasas

(meticilina, cloxacilina y piperacilina).
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2) Cefalosporinas: se trata del grupo mds amplio en cuanto a moléculas

desarrolladas y comercializadas. Se agrupan en 5 grupos o generaciones cuya evolucion
se ha orientado a incrementar el espectro frente a bacterias gramnegativas a expensas de
una reduccién progresiva de la actividad frente a grampositivos. Las cefalosporinas de
tercera generacion (C3G) son las mds ampliamente utilizadas para tratar infecciones
nosocomiales causadas por enterobacterias, y entre ellas se encuentran la cefotaxima,
ceftriaxona y ceftazidima. Las cefalosporinas de 4° generacion (C4G), como la
cefepima, con una estructura altamente hidréfila que facilita su penetracion a través de
la pared celular de gramnegativos, presentan una mayor actividad frente a las bacterias
productoras de AmpC cromosémica. Las de 5% generacion (C5G) se caracterizan por no

verse afectadas, al contrario que las anteriores, por la resistencia a la meticilina.

3) Carbapenems: este grupo incluye los antibidticos B-lactdmicos con mayor
espectro bacteriano, actividad y resistencia a las B-lactamasas. Derivan del antibidtico
tienamicina, un producto natural obtenido a partir de la bacteria grampositiva
Streptomyces cattleya [38]. Se dividen en dos grupos en funcién de su actividad frente a
Pseudomonas aeruginosa. El primer grupo incluye tres carbapenems (imipenem,
meropenem y doripenem) con marcada actividad antipseudomonica, que son empleados
en el tratamiento de infecciones graves polimicrobianas o causadas por bacilos
gramnegativos resistentes a cefalosporinas y aminoglucésidos. El meropenem es el mas
indicado para tratar infecciones graves mixtas adquiridas en el hospital o relacionadas
con la asistencia sanitaria. El segundo grupo de carbapenems incluye antibiéticos con
actividad muy limitada frente a P. aeruginosa. El tnico miembro de este grupo
actualmente comercializado es el ertapenem, y estd indicado en el tratamiento empirico
de infecciones intraabdominales, de partes blandas y neumonias aspirativas producidas
por enterobacterias productoras de [-lactamasas de espectro extendido (BLEE),

incluyendo infecciones graves de origen comunitario.

4) Monobactams: son antibidticos B-lactdmicos con un unico anillo en su
estructura. El aztreonam es el dnico disponible para uso clinico y presenta actividad
solamente frente a bacterias gramnegativas aerobias y facultativas. Es resistente a la
hibrélisis por metalo-B-lactamasas (MBL), pero es inactivado por BLEE,
carbapenemasas de clase A, C y D, y se afecta por la hiperproducciéon de B-lactamasas

de tipo AmpC.
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5) Inhibidores de [B-lactamasas: son moléculas cuya estructura quimica permite

la unién irreversible a las enzimas B-lactamasas. Los inhibidores de B-lactamasas mas
empleados en la practica clinica son los denominados inhibidores suicidas: el acido
clavuldnico, el sulbactam y el tazobactam. Se administran en combinacién con otros
antimicrobianos, principalmente del grupo de las penicilinas, para la recuperacién de su
actividad antibacteriana (amoxicilina-dcido clavuldnico, ampilicina-sulbactam y
piperacilina-tazobactam). En su perfil de inhibicién no se incluye las carbapenemasas.
Recientemente se ha comercializado el avibactam y el vaborbactam, asociados
respectivamente a ceftazidima y meropenem. Son inhibidores de B-lactamasas con
estructura no B-lactdmica. Su perfil inhibidor incluye las carbapenemasas de clase A, y
en el caso del avibactam, también a algunas de las carbapenemasas de clase D, entre
ellas OXA-48. Ninguno de los dos tiene actividad inhibidora sobre las MBL

(carbapenemasas de clase B) [39].

3.2. Mecanismos de accion

Los antibidticos B-lactdmicos son agentes bactericidas que producen su efecto a través
de dos mecanismos, la inhibicion de la sintesis de la pared celular y la induccioén de

autolisis bacteriana.

La pared bacteriana de las bacterias gramnegativas es una estructura compleja que
consta de una fina capa interna de peptidoglicano (PG) y de una membrana externa
formada por lipidos y proteinas. El PG es un copolimero formado por la repeticion de
moléculas de 4cido N-acetilmuramico (NAM) y N-acetil-glucosamina (NAG) unidas
mediante enlaces covalentes B-1,4. En la ultima fase de ensamblaje, unas enzimas
transpeptidasas, también conocidas como PBP (del inglés “penicillin binding protein”,
proteina ligada a penicilina), se unen a las subunidades peptidicas precursoras de la
barrera peptidoglicana y eliminan sus aminodcidos terminales D-alanil-D-alanina,
dando lugar a unos tetrapéptidos que se fijan al dcido murdmico y se unen entre si
formando una malla (Figura 3a). El anillo B-lactimico guarda una similitud estructural
con el aminodcido terminal de las subunidades peptidicas, por lo que es capaz de unirse
a ellas covalentemente e impedir la transpeptidacion (Figura 3b) [40,41]. El segundo
mecanismo de accién de los antibidticos B-lactdmicos es la activacidon de una autolisina

bacteriana endégena que destruye el peptidoglicano (Figura 3b) [42,43].
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El mecanismo de accidn es responsable de la escasa toxicidad de este grupo de
antimicrobianos, ya que se unen a una estructura celular que no esta presente en células
eucariotas. De igual manera, va a determinar su principal mecanismo de resistencia, la

produccién de enzimas (-lactamasas que hidrolizan el anillo B-lactdmico.
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Figura 3. a) Formacién del peptidoglicano de la pared celular en bacterias
gramnegativas; y b) mecanismo de accion de los antibidticos B-lactdmicos.

3.3. Mecanismos de resistencia

Las poblaciones bacterianas han desarrollado multiples mecanismos de resistencia
frente a los antibidticos B-lactdmicos (Figura 4), entre ellos: a) la alteraciéon de la
permeabilidad de la membrana externa (pérdida o modificacién de porinas), b) la
produccién de bombas de expulsion, ¢) la modificacion de la diana (PBP), y el mads

importante, d) la produccién de enzimas entre las que se encuentran las B-lactamasas

[44-46].

Las enzimas P-lactamasas guardan una alta homologia con las PBP de la pared
celular y actdan hidrolizando el anillo B-lactimico e impidiendo su unién a dichas
proteinas. Es el mecanismo mads frecuente y eficaz de resistencia a los antibidticos
B-lactamicos en bacterias gramnegativas. Los genes que codifican estas enzimas (bla) se
pueden localizar en el cromosoma bacteriano o en elementos genéticos moviles como
pldsmidos o transposones, y su produccién puede ser constitutiva o inducible. Las
B-lactamasas pueden ser transferibles si su produccién estd mediada por plasmidos, y en

tal caso, suelen ser inactivadas por los inhibidores de B-lactamasas. Las B-lactamasas de
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origen cromosémico, como las AmpC, son a menudo inducibles por la exposicion a
B-lactdmicos, especialmente cefalosporinas, y no suelen ser sustrato de los inhibidores

[47].
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Figura 4. Principales mecanismos de resistencia a antibidticos B-lactdmicos en
enterobacterias (modificado de [48]).

A dia de hoy se han comunicado mds de 1500 enzimas con actividad -lactamasa

(www.lahey.org/studies.webt.htm), que se han clasificado en funcién de su estructura

molecular (clasificaciéon de Ambler) y sus caracteristicas enzimaticas (clasificacién de
Bush-Jacoby). La clasificacion molecular de Ambler divide a las B-lactamasas en 4
clases (A, B, C y D) de acuerdo a los mecanismos de interaccidon enzima-sustrato y a la
secuencia de aminodcidos de la proteina [49]. Las enzimas de los grupos A, B y D son
serin-f-lactamasas que contienen una serina en su centro activo, y las del grupo B son
metalo-B-lactamasas que utilizan Zn**como cofactor y se inhiben por agentes quelantes
como el EDTA (4cido etilendiaminotetracético) pero no por el dcido clavuldnico o el
tazobactam. La clasificacion funcional propuesta por Bush-Jacoby establece distintos
grupos en funcién de la afinidad del enzima por el sustrato y su sensibilidad a los
inhibidores de B-lactamasas [50]. La Tabla 1 recoge la correspondencia entre ambas

clasificaciones.
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Tabla 1. Clasificacion molecular y funcional de las B-lactamasas (modificado de [50]).

Bush-

Actividad

Jacoby Ambler R de CLAV Inhibicion Caracteristicas B-lactamas‘as Localizacion Microorganismos
(1980) preferente por EDTA representativas
(2010) o TZB
Mayor hidrélisis de cefalosporinas AmpC, P99, Cromosémica/ Enterobacterias
1 C Cefalosporinas - NO que de bencilpenicilinas.Hidrolisis AACT-1, CMY-2, lasmidica P .
de cefamicinas FOX-1, MIR-1 P - derustnosa
le C Cefalosporinas ) NO Hidr6lisis eleyaQa de cefta/21d.1ma y GC1. CMY-37 Cromoss)rplca/ Enterobacterias
de otros oxiimino-B-lactdmicos plasmidica
Mayor hidrolisis de Cromosdmica/ S. aureus,
2a A Penicilinas SI NO bencilpenicilinas que de PC1 P K. pneumoniae,
. plasmidica . .
cefalosporinas Citrobacter amalonaticus
Pemcﬂmas, a Hidrolisis similar de TEM-1, TEM-2, Cromoso6mica/ Enterobagterlas
2b A Cefalosporinas 1 SI NO . L . 1 P. aeruginosa
. bencilpenicilinas y cefalosporinas SHV-1 plasmidica .
generacioén H. influenzae
Cefalosporinas H1dr01151§ clevada de oxiimino-B- TEM-3, SHV-2, . .
a Aa .. lactamicos (cefotaxima, Cromosdémica/ Enterobacterias
2be A 1*-4* generacion, SI NO ceftazidima, ceftriaxona, cefepima) CTX-M-15, lasmidica P .
monobactam Zidimd, certiiaxona, ceiepl PER-1, VEB-1 prasmict aerusmosa
y aztreonam
2br A Penicilinas - NO Resistentes a deido clavuldnico.  rpn; 30 gy.10 Plasmidicas E. coli
sulbactam y tazobactam
. Hidrdlisis elevada de oxiimino-f3-
Cefalosporinas lactdmicos y resistentes a dcido
2ber A 1#-4* generacion, - NO >y TEM-50 Plasmidicas Enterobacterias
clavuldnico, sulbactam y
monobactams
tazobactam
Cromosémica/ Moraxella catarrhalis
2c A Carbenicilina SI NO Hidrdlisis elevada de carbenicilina PSE-1, CARB-3 o P. mirabilis
plasmidica ;
P. aeruginosa
ee A Carbemghna, S NO Hidrdlisis elgvada de c.arbemclhna, RTG-4 Plasmidicas A baumanii
cefepima cefepima y cefpiroma

CLAV= 4cido clavulanico; TZB= tazobactam; EDTA= acido etilendiaminotetracético; NI= No incluido.



Tabla 1. Continuacion

Bush- Actividad L8654
Ambler Sustrato Inhibicion ot p-lactamasas Ny . .
Jacoby de CLAV Caracteristicas . Localizacion Microorganismos
(1980) preferente por EDTA representativas
(2010) o TZB
Hidrdlisis elevada de cloxacilina Cromosdémica/ Enterobacterias
2d D Cloxacilina Variable NO . y OXA-1, OXA-10 o P. aeruginosa
oxacilina plasmidica
S - L. Enterobacterias
2d D Cloxacilina Variable NO Hidrolisis elevada de cloxacilinay oy x| gxpjg ~ Cromosomica/ P. aeruginosa
oxacilina plasmidica
2de D (:efaalosporm.a/s Variable NO Hldfohsm elevadg Qe oxumm.o.-ﬁ- OXA-11, OXA-15 Plasmidicas Enterobagterlas
1*-4* generacién lactdmicos,cloxacilina y oxacilina P. aeruginosa
2df D Carbapenems ~ Variable ~ NO Hidr6lisis de carbapenems, OXA-23, 0XA4g ~ CTomosomica/ Enterobacterias
cloxacilina y oxacilina plasmidica A. baumanii
Cefalosporinas Hidrdélisis de cefalosporinas. Cromosémica/ Bacteroides spp.,
2e A a 1a porina SI NO Inhibicién por CLAV pero no CepA o E. coli, K. pneumoniae,
1*-4* generacion plasmidica .
aztreonam Proteus vulgaris
. H1drohs.1.s e.levada de /ca?bapenems, KPC-2, IMLL, Cromosémica/ E.. cloacae,
2f A Carbapenems Variable NO oxiimino-fB-lactdmicos y g Serratia marcescens
.. SME-1 plasmidica .
cefamicinas K. pneumoniae
Hidrolisis de amplio espectro IMP-1, VIM-1, Enterobacterias
3a B(Bly Carbapenems NO SI incluidos los carbapenemsp ero,no Cera, IND-1, L1, Cromosomica/ P. aeruginosa
B3) P P P CAU-1, GOB-1, plasmidica Stenotrophomonas
los monobactams .
FEZ-1 maltophila,
3b B (B2) Carbapenems NO SI Hidr6lisis de carbapenems CphA, Sth-1 Cromosdémica Aeromonas spp.
4 NI Penicilinas NO - - Penicilinasa Cromosomica Burkholderia cepacia

CLAV= 4cido clavulanico; TZB= tazobactam; EDTA= 4cido etilendiaminotetracético; NI= No incluido.
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El uso indiscriminado e incorrecto de los antimicrobianos durante las udltimas
décadas ha favorecido la evolucién de las -lactamasas hacia una nueva generacion de

enzimas: BLEE, B-lactamasas de tipo AmpC plasmidicas y carbapenemasas [46].

3.3.1. B-lactamasas de espectro extendido (BLEE)

Las BLEE incluyen enzimas pertenecientes a la clases A y D de Ambler (grupos
funcionales 2be y 2de, respectivamente) (Tabla 1) [51]. Las familias mayoritarias son
las de tipo TEM, SHV y CTX-M, seguidas de OXA, PER y VEB. Otras BLEE aisladas
con menor frecuencia son SFO, TLA, GES, IBC y BEL (Tabla 1). Estas enzimas son
capaces de hidrolizar las penicilinas, todas las cefalosporinas y el aztreonam, pero no las
cefamicinas ni los carbapenems. Ademads, son inhibidas por compuestos como el acido

clavuldnico y el sulbactam.

Actualmente las enzimas tipo CTX-M son las BLEE mas prevalentes a nivel
mundial, tanto en el ambiente comunitario como en el nosocomial [52], y se han
asociado principalmente a aislados de E. coli causantes de infecciones comunitarias y a
clones hospitalarios de K. pneumoniae [53-56]. Las enzimas CTX-M se caracterizan
por tener una mayor actividad hidrolitica frente a cefotaxima [57]. Actualmente hay
descritas mas de 200 variantes y en funcion de su secuencia de aminodcidos se dividen
en cinco grupos: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 y CTX-M-25 [52,58].
Todas ellas derivan de una B-lactamasa cromosdmica procedente de distintas especies
del género Kluyvera [59-61]. La movilizaciéon de los genes blacrx.m desde el
cromosoma de Kluyvera spp. a diferentes plasmidos y la implicacién de elementos
genéticos como ISEcpl-like, ISRC1 o IS26 en su transferencia a otras especies de
enterobacterias ha sido bien caracterizada [62-66]. A menudo, estos elementos
genéticos integran genes que confieren resistencia a otros grupos de antibidticos como

aminoglucdésidos, cotrimoxazol y quinolonas [53,67].

La diseminacion de CTX-M mediante pldsmidos epidémicos multirresistentes
altamente transmisibles ha sido uno de los factores responsables de la compleja
epidemiologia de las enterobacterias productoras de BLEE (E-BLEE) y de su rdpida
expansiéon mundial, primero en el dmbito hospitalario y después en la comunidad
[52,53,68-71]. La amplia difusiéon de estas enzimas a través de clones exitosos de

E. coli como el clon de alto riesgo ST131, asociados a la produccion de variantes como
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CTX-M-15, CTX-M-14 y CTX-M-27, ha sido también determinante para propagacion y
establecimiento de las E-BLEE en todo el mundo [72-75].

Los dltimos datos indican que en voluntarios sanos, la prevalencia de colonizacion
por E-BLEE en Europa oscila entre el 6% y el 10% (Figura 5) y que este porcentaje va a

continuar aumentando, especialmente en la comunidad [71,76].

WHO dréd . /
ax Africa / &
&0 - Amierica ol
* Eastern Mediterranean /
- = Europe
 Sowth East Asis /f
50 = Western Pacific il

Study size e

40 g i / w
S0
< = 100 / et

.-"'F'f{-)
] e
'l
L
20 - ®
: ] ==

ESBL carriage rate [34)

d 'y i & e
R
o .= =
| I [ | | ] I I
10601 FLUIE] 2005 200 2003 2011
fear

Figura 5. Tasa de colonizacién con E-BLEE en distintas regiones geograficas del
mundo entre los afios 2001 y 2011 (tomado de [71]).

3.3.2. B-lactamasas AmpC

Las B-lactamasas de tipo AmpC pertenecen a la clase molecular C de Ambler y al grupo
funcional 1 (Tabla 1). Las AmpC hidrolizan cefalosporinas de primera y segunda
generacion, incluidas las cefamicinas, y en menor medida las de tercera generacion.
Generalmente son muy poco eficaces hidrolizando las cefalosporinas de cuarta
generacion y los carbapenémicos, y se inhiben con cloxacilina, aztreonam y el 4cido
borénico y sus derivados. Estas cefalosporinasas pueden tener localizacion
cromosOmica o plasmidica, y su produccién puede ser constitutiva o inducible,

dependiendo del grado de expresion del gen blaampc [47,62].
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Desde el punto de vista epidemioldgico, la relevancia de las B-lactamasas AmpC
plasmidicas (pAmpC) radica en su capacidad para movilizarse y transferirse tanto en el
ambiente nosocomial como en la comunidad. Los genes blaampc plasmidicos proceden
del cromosoma bacteriano y suelen asociarse a integrones o transposones localizados en
pldsmidos conjugativos. Estas pAmpC se clasifican en 9 familias: MOX, CMY, LAT,
BIL, DHA, ACC, MIR, ACT y FOX. Se han descrito principalmente en algunas
especies de enterobacterias con relevancia clinica y epidemioldgica como E. coli,
Klebsiella spp. y Proteus mirabilis, entre otros [77]. Aunque la distribuciéon de estas
enzimas es mundial, su prevalencia se mantiene relativamente baja, y en general,

asociada a otros mecanismos de resistencia como BLEE o carbapenemasas [78-80].

4. Enterobacterias productoras de carbapenemasas (EPC)

En los dltimos afos, se ha producido una gran alarma y preocupacién por la gran
dispersion de las EPC. Se ha descrito que la producciéon de BLEE o AmpC asociada a la
pérdida de porinas disminuye la sensibilidad a estos antibidticos [81,82]. Sin embargo,
el mecanismo mads frecuente de resistencia a carbapenems en enterobacterias es la

produccion de carbapenemasas.

4.1. Clasificacion de carbapenemasas

Segun la clasificacion molecular de Ambler, las carbapenemasas se agrupan en las
clases moleculares A (penicilinasas), B (metalo-B-lactamasas o MBL) y D
(oxacilinasas), que se corresponden con los grupos funcionales 2f, 3 y 2df,
respectivamente. En la Tabla 2 se recogen las carbapenemasas mads relevantes, los
microorganismos en los que se encuentran habitualmente y sus principales

caracteristicas.

4.1.1. Carbapenemasas de clase A

Las carbapenemasas de clase A tienen la capacidad de hidrolizar una amplia variedad de
B-lactdmicos, entre los que se incluyen las penicilinas, las cefalosporinas, los
carbapenems y el aztreonam. Son parcialmente inhibidas por el dcido clavulédnico y el

tazobactam [83].
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Tabla 2. Clasificacion general de las carbapenemasas (modificado de [84]).

Grupo de L
carbapenemasas Inhibicion por AZT
(clase molecular' y
grupo funcional®)

Enzimas Microorganismos Localizacion

Penicilinasas SME + - + R S. marcensens Cromos6mica
(A, 2f) IML, NMC E. cloacae
KPC + - + R Enterobacterias Plasmidica
GES + - + R Enterobacterias, Plasmidica
P. aeruginosa
Metalo-3- L1 - + - S/R S. maltophilia, Cromosdomica
lactamasas CcrA Bacteroides fragilis,
(B,3) Cpha Aeromonas
Bcll hydrophila,
Bacillus cereus
IMP, SPM, - + - S Enterobacterias Plasmidica
SIM, GIM, Pseudomonds Spi). (ocasionalmente
VIM, AIM, Otros BGN no cromosémica)
DIM, KHM, fermentadores
NDM
Oxacilinasas OXA + - + S A. baumannii, Cromosomica/
(D, 2df) (OXA-48) P. aeruginosa, plasmidica
Enterobacterias

'Clasificacién molecular de Ambler, “Clasificacién funcional de Bush&Jacoby
CLAV= acido clavulanico; EDTA= acido etilendiaminotetracético; AVI= Avibactam;
AZT= Aztreonam; BGN= Bacilos gramnegativos.

La primera carbapenemasa de clase A, SME-1 (del inglés “Serratia marcescens
enzyme’) fue descrita en 1982 en una cepa de S. marcescens [85]. En 1984 se aislé una
enzima inhibidora de imipenem (IMI-1, del inglés “Imipenem-hydrolysing
p-lactamase”) en un aislado de E. cloacae procedente de un paciente hospitalizado en
EE.UU. [86]. En 1993, se aisl6 un tercer tipo de enzima carbapenemasa, NmcA (del
inglés “not-metallo-enzyme-carbapenemase A”) a partir de una cepa de E. cloacae [87].
Todas estas carbapenemasas son de localizacion cromosOmica, aunque algunas
variantes de IMI, como IMI-2, se han identificado en plasmidos [83]. Las enzimas GES
(del inglés “Guiana extended spectrum’) fueron identificadas inicialmente como BLEE,
pero con el tiempo se describié que hidrolizaban parcialmente el imipenem [88,89]. A
diferencia de los anteriores, los genes que codifican las enzimas GES son de

localizacion plasmidica.

Dentro de este grupo de serincarbapenemasas, las que tienen mayor transcendencia
clinica e importancia epidemioldgica son las denominadas KPC (del inglés, “Klebsiella

pneumoniae carbapenemase”) [90]. Estas enzimas son inhibidas por el 4dcido borénico,
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compuesto que se emplea para su reconocimiento mediante métodos fenotipicos. Las
KPC se distinguen del resto de carbapenemasas de clase A en que se encuentran
siempre en pldsmidos transferibles y en que su espectro de hidrdlisis incluye el anillo
aminotiazol de las cefalosporinas [83]. La primera enzima KPC (KPC-1) se identific
en un hospital de EE.UU. en 1996 en un aislado de K. pneumoniae [91]. Desde
entonces, se han detectado en distintas especies de enterobacterias hasta 24 variantes,

siendo KPC-2 y KPC-3 las mds frecuentes [92].

4.1.2. Carbapenemasas de clase B

Las metalo-B-lactamasas (MBL) son el grupo de carbapenemasas mds diverso y
diseminado a nivel mundial. Poseen un amplio perfil hidrolitico que incluye todos los
antibidticos B-lactdmicos, aunque presentan muy baja afinidad por los monobactams
como el aztreonam y no se inhiben por el dcido clavuldnico, el sulbactam y el
tazobactam. A diferencia de las clases A y D, el sitio activo de las MBL contiene un i6n
(o iones) de Zn™*, que es esencial para la hidr6lisis del anillo B-lactdmico. Esta
caracteristica estructural hace que puedan ser inhibidos por agentes quelantes de
cationes divalentes como el EDTA, compuestos tidlicos como el 4cido
2-mercaptopropidnico o el dcido dipicolinico [50,93]. Algunos de ellos se utilizan en el

reconocimiento fenotipico de esta familia de carbapanemasas.

Las enzimas MBL mads importantes desde el punto de vista epidemiolégico, por su
prevalencia y por su elevada capacidad de diseminacion, son las de tipo IMP, VIM y
NDM. La enzima IMP-1 (del inglés “Imipenem-resistant Pseudomonas”) fue la primera
carbapenemasa transferible descrita en bacilos gramnegativos, en concreto en P.
aeruginosa [94]. Estas enzimas se empezaron a detectar posteriormente asociadas a
otras especies del género Pseudomonas y en enterobacterias como S. marcensens y K.
pneumoniae [95,96]. A dia de hoy se han descrito mds de 50 variantes en todo el

mundo, siendo especialmente prevalentes en Asia.

Las enzimas VIM (del inglés, “Verona integron encode metallo-f-lactamase’) se
describieron por primera vez en Verona (Italia) en 1997 en un aislado de P. aeruginosa
[97]. Poco después se comunicé en Francia una segunda variante, VIM-2, localizada en
un plasmido transferible de P. aeruginosa [98]. Desde entonces, se han descrito més de
40 variantes asociadas tanto a P. aeruginosa como a enterobacterias, siendo VIM-2 la

mads difundida a nivel mundial [99]. VIM-1 y VIM-2 comparten el 90% de su secuencia
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de aminodcidos, aunque VIM-1 posee un mayor perfil hidrolitico frente a los

antibidticos B-lactdmicos, especialmente frente a las cefalosporinas [100].

Las enzimas NDM (del inglés, “New Delhi metallo-f-lactamase”) son las
carbapenemasas con amplia distribucion geografica mds recientemente identificadas. La
primera descripcién (NDM-1) se realiz6 en 2009, asociada a dos aislados
(K. pneumoniae y E. coli) procedentes de un paciente sueco que habia recibido
asistencia sanitaria en un hospital de Nueva Delhi (India) [101]. Desde 2010 se han
descrito 16 variantes y todas ellas muestran un perfil hidrolitico similar al de otras

MBL.

4.1.3. Carbapenemasas de clase D

La clase D comprende mds de 200 enzimas OXA (del inglés “Oxacillin-hydrolysing
carbapenemase’), cuya producciéon se ha asociado mayoritariamente con la especie
Acinetobacter baumannii. Se denominan oxacilinasas por su capacidad de hidrolizar la
oxacilina y la penicilina. No hidrolizan, o apenas hidrolizan, las cefalosporinas de
espectro extendido (excepto la variante OXA-163) y en general tienen una actividad
carbapenemasa muy débil. No se inhiben por el dcido clavulénico, el 4cido borénico, ni
por agentes quelantes como el EDTA, aunque si por el NaCl [102,103]. Una
caracteristica uUnica de este grupo de enzimas que las diferencia de las
serincarbapenemasas de las clases A y C es que presentan una elevada resistencia a

temocilina [104].

Dentro de la clase D, solo unas pocas variantes poseen actividad carbapenemasa,
siendo una de las principales representantes de este grupo la enzima OXA-48. Desde su
primera descripcion en Turquia en 2001 en una cepa de K. pneumoniae [105], la
diseminacion de OXA-48 ha sido mundial y principalmente asociada a enterobacterias
productoras de BLEE, en concreto la CTX-M-15. En 2011 se describié en India una
variante de esta enzima, OXA-181, con un perfil hidrolitico idéntico a OXA-48 [106].
Los niveles de resistencia a carbapenems de estas enzimas son muy bajos, siendo sélo
detectables en muchos casos cuando van asociados a otros mecanismos de resistencia

como BLEE o pérdida de permeabilidad de la membrana [48].
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4.2. Epidemiologia y diseminacion

La aparicion y diseminacion de las EPC estd aumentando en todo el mundo y se esta

convirtiendo en un problema global de Salud Pblica.

En 2010, se estableci6 una escala epidemioldgica para evaluar la diseminacion
de las EPC en Europa. En Espafia, durante este primer estudio, la incidencia de EPC se
limitaba a brotes esporddicos en hospitales, no relacionados entre si (sin transmision
autéctona) y asociados a las carbapenemasas de tipo KPC, VIM e IMP (estado 2b)
[107]. En 2013, la incidencia de casos en nuestro pais aumentd, debido principalmente a
la emergencia de clones productores de OXA-48. Estos brotes hospitalarios se asociaron
a una transmision interinstitucional de nivel regional (estado 3) (Figura 6) [108]. Entre
los afios 2014 y 2015, Espafia ascendi6 al estado 4 de la escala, debido a la deteccion en
diferentes centros sanitarios de multiples brotes epidémicos causados mayoritariamente
por productores de OXA-48 y VIM, pero con potencial riesgo de diseminacion

interregional (Figura 7) [17].

Segun los ultimos datos, los productores de OXA-48 y VIM contindan siendo
los mds frecuentes en los brotes nosocomiales y el riesgo de que estas enzimas de hagan
endémicas en nuestra region es cada vez mayor. Con una menor prevalencia, otras
carbapenemasas como las KPC y las NMD también estin aumentando, generando

importantes brotes intra e interhospitalarios [17].
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Figura 6. Prevalencia de enterobacterias productoras de carbapenemasas (EPC) en
Europa en 2013 (tomado de [108]).
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Figura 7. Prevalencia de enterobacterias productoras de carbapenemasas (EPC) en
Europa entre 2014 y 2015 (tomado de [17]).

4.2.1. Carbapenemasas KPC

Las enzimas KPC se describieron por primera vez en 2001 en la costa este de EE.UU,
para posteriormente diseminarse por toda la regién americana hasta considerarse
endémicas. Pocos afios después se empezaron a describir importantes brotes en otros
paises de Latinoamérica, Asia y Europa, normalmente asociados a pacientes que habian
recibido atencion sanitaria en EE.UU. [109,110]. Actualmente, las enterobacterias
productoras de KPC, mayoritariamente K. pneumoniae, se consideran un problema

endémico en paises como EE.UU, Grecia, Italia, Israel y China [111].

La diseminaciéon mundial de KPC ha estado influenciada por la expansién de
determinados clones de K. pneumoniae y la transferabilidad interespecie de los genes
blakpc a través de elementos genéticos moviles, como pldsmidos y transposones. La
diseminacién, primero en EE.UU y luego a nivel mundial, de las variantes mads
frecuentes (KPC-2 y KPC-3) se ha relacionado principalmente con la expansiéon del
complejo clonal (CC) 258 (ST258 y ST512) de K. pneumoniae [90,112]. El clon ST258
asociado KPC es endémico en varios paises, se asocia a transmision nosocomial, es

causante de infecciones graves y recurrentes, y tiene la habilidad de colonizar y persistir
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en el hospedador durante periodos extensos, por lo que es considerado un clon de alto

riesgo [113].

La transferabilidad de los genes blaxpc ha sido ampliamente relacionada con el
transposén Tn4401 (un elemento de 10 kb derivado de Tn3) y con las secuencias de
insercion ISKpn6 y ISKpn7 [83,90,114]. El transposén Tn4401 (Figura 8) se localiza
normalmente en pldsmidos grandes, conjugativos O no conjugativos, que
frecuentemente portan otras B-lactamasas, como CTX-M-15, o genes que confieren

resistencia a otros grupos de antibidticos como aminoglucésidos o quinolonas [90].

En Espafia, la emergencia de enterobacterias productoras de KPC se describid por
primera vez en 2010, asociado a los clones ST384 y ST388 de K. pneumoniae
productores de KPC-3 y al transposén Tn44/0a [115]. Desde entonces, la prevalencia
de EPC-KPC en nuestra region se ha mantenido baja, detectdndose unicamente brotes
esporadicos en hospitales [116,117]. Entre 2015 y 2017, en Andalucia se registré un
incremento de casos debidos a K. pneumoniae ST512 productores de KPC-3
(http://pirasoa.iavante.es/pluginfile.php/16286/mod_resource/content/14/Memoria%?20c
ient%C3% ADfica%?20del%20laboratorio%20de %20referencia%202017.pdf).
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Figura 8. Representacion de la estructura del transposén Tn4401. Tn4401a y Tn4401c
presentan una delecion de 100pb y 200pb, respectivamente, respecto a Tn4401b
(tomado de [90]).

4.2.1. Carbapenemasas VIM

Aunque la diseminacion de las MBL de tipo VIM se ha relacionado mayoritariamente
con BGN no fermentadores como P. aeruginosa, estas enzimas se encuentran
ampliamente representadas entre miembros del orden Enterobacterales [118]. Desde su
aparicion en 1999, se han descrito casos de enterobacterias productoras de VIM en

numerosos paises de Europa, Asia y América [93]. La variante VIM-2 es la mads
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extendida en todo el mundo, y es considerada endémica en el sur de Europa y en el
sudeste asidtico [119]. A diferencia de otras carbapenemasas, la diseminacién de VIM
no se ha asociado a clones concretos de enterobacterias, aunque se aisla principalmente

en K. pneumoniae [17,111].

Todas las variantes de VIM, tanto las cromosdémicas como las mediadas por
plasmidos, son transportadas como genes casette insertados en integrones de clase 1
(Figura 9) o son movilizados a través de elementos ISCR. Estos integrones se
caracterizan por transportar genes de resistencia a aminoglucésidos y cotrimoxazol
[66,100,120,121]. Los transposones Tn402 (derivados de Tn2/) asociados a integrones
de clase 1 se han relacionado también con la movilizacion de VIM-1 y otras

B-lactamasas (blactx-m9) en aislados de nuestra region [70,120].

En Espaiia, la primera descripcién de una variante VIM fue en 2005 en un aislado
de E. coli causante de ITU y en un aislado de K. pneumoniae de origen fecal, ambos
productores de VIM-1 [122]. En 2007, se produjo el primer brote asociado a
enterobacterias productoras de VIM-1 [123], y desde entonces, nuestro pais ha sufrido
un aumento progresivo de casos detectados que se han asociado mayoritariamente al

ambito hospitalario [121,124].
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Figura 9. Representacién de la estructura de un integrén de clase 1. El extremo
conservado 5’ (5°CS) contiene la integrasa Intll, la zona variable incluye los genes
casette (blaym-2), y el extremo conservado 3’ (3°CS) contiene los genes de resistencia a
amonio cuaternario (qacEAI) y a sulfonamidas (sull) (tomado de [48]).

4.2.3. Carbapenemasas NDM

Las enzimas NDM se describieron por primera vez en el afo 2009. Un estudio
retrospectivo realizado en 2011 con muestras recogidas en 14 hospitales de la India,

demostré que blanpm.1 ya circulaba en los hospitales de esta regién en el afio 2006
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[125]. Desde entonces, se han identificado enterobacterias productoras de diferentes
variantes de NDM en todos los continentes y la mayoria de los casos se han relacionado
con viajes a zonas endémicas. Actualmente, el subcontinente indio, los Balcanes y
paises de Oriente Medio son considerados el principal reservorio de estas enzimas. En
Reino Unido, se ha comunicado una elevada prevalencia de enterobacterias productoras
de NDM, siendo la mayoria casos importados de paises como Pakistan o Bangladesh

[111,126-130].

La variante NDM-1 es la mds extendida y su difusién se ha descrito en un gran
nimero de enterobacterias. A diferencia de otros tipos de carbapenemasas, la
diseminacion de NDM-1 se ha asociado a transmisién hospitalaria pero también a
patdgenos relacionados con la comunidad, como E. coli [126,130,131]. En la India,
también se ha descrito que fuentes ambientales como el suelo, el agua potable y las

aguas residuales son reservorio de esta enzima [128].

La diseminaciéon de blaxpm.; se ha asociado a multiples y diversos pldsmidos
transferibles que suelen estar asociados a otras B-lactamasas (AmpC, BLEE o incluso
otras carbapenemasas) y a otros genes que confieren resistencia a otros grupos de
antibidticos como aminoglucésidos (metilasas de ARN 16S), macrélidos (esterasas),
fluoroquinolonas, tetraciclinas (bombas de eflujo), rifampicina, nitrofurantoina y
sulfonamidas, siendo en muchos casos tnicamente sensibles a tigeciclina, colistina o

fosfomicina [125,127,132-134].

En Espana, la diseminacién de enterobacterias productoras de NDM se ha limitado
a brotes hospitalarios esporddicos y en la mayoria de los casos se ha establecido un

vinculo con regiones endémicas [17].

4.2.4. Carbapenemasas OXA-48

Desde su emergencia en Turquia en el afio 2003, la diseminacién de enterobacterias
productoras de OXA-48 ha sido explosiva [135]. Se han descrito brotes nosocomiales
en Turquia y en paises del sur de Europa y el norte de Africa [131]. Actualmente, la
enzima OXA-48 es endémica en Turquia y Malta, aunque se encuentra ampliamente
diseminada por toda Europa [17]. Aunque se ha detectado en una gran variedad de

enterobacterias, la dispersion de OXA-48 ha sido generalmente asociada a la
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adquisiciéon hospitalaria de clones epidémicos de K. pneumoniae y E. coli

[131,136,137].

El gen blapxa-as esta localizado en el transposén Tn/999, flanqueado por dos copias
de las secuencias de insercion I1S7999. Estas IS permiten la movilizacion del gen por
transposicion y regulan su expresion a través de un promotor. El transposén Tn7999.2,
que difiere del anterior en la presencia de una secuencia de inserciéon IS/R dentro de

Tn/999, también se ha asociado a la movilizacién de OXA-48 [138,139] (Figura 10).

CGTTCAGCA CGTTCAGCA
1S1999  blagyads IysR 181999

Tni999
{ IN626286)
CGTTCAGCA
ISIR blagy gy lysR 157999 Atir
Tni1995.2 s
(IN714122) T_-___—"'Di

BAGAATGTT AAGAATGTT

Figura 10. Representacion de los transposones Tn/999 y Tn7999.2 (tomado de [140]).

Aunque se han comunicado casos en los que este transposon tiene localizacion
cromosOmica [137], el gen blapxa-43 se disemina mayoritariamente a través de un Unico
plasmido conjugativo IncL/M de ~62 kb, denominado pOXA-48a, que no suele
contener ningun otro gen de resistencia a antibidticos [141,142] (Figura 11). En estos
plasmidos, el gen tir (codificador de una proteina inhibidora de la conjugacién
bacteriana) se encuentra truncado por el transposén Tn/999, lo que conduce a un
incremento de la frecuencia de conjugacion plasmidica y a una eficiente diseminacién

de blaQXA.4g [ 1 36] .

En Espaiia, el primer brote por enterobacterias productoras de OXA-48 se describid
entre 2009 y 2010. Esos aislados fueron identificados y tipados como K. pneumoniae
ST101 y eran coproductores de la enzima CTX-M-15. Desde entonces, se han descrito
multitud de brotes asociados principalmente a la alta diseminacién de clones de alto
riesgo de K. pneumoniae (ST405, ST15, ST437 y ST11) [124,143—-146]. Estos clones de
K. pneumoniae estan bien adaptados al medio hospitalario y se han relacionado

previamente con la dispersion de BLEE de tipo CTX-M [68,147,148] y de otras
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Introduccion

carbapenemasas [16]. En menor proporcion, OXA-48 se ha detectado en otros
miembros del orden Enterobacterales [124,144], siendo cada vez mayor y mads

preocupante la prevalencia de aislados E. coli productores de OXA-48 [149,150].

InCL/ M pOXA—48 Klebsiella pneumoniae, 61,881 bp
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Figura 11. Representacion del plasmido pOXA-48a-IncL./M (tomado de [142]).

4.3. Factores de riesgo de la colonizacion e infeccion por EPC

La colonizacion del hospedador tiene un papel fundamental en la epidemiologia de las
infecciones producidas por EPC. Estas infecciones se asocian con una peor evolucién
del paciente y a una mayor mortalidad [32-34,146,151-153]. La proporcién de
pacientes colonizados con EPC que posteriormente desarrollan una infeccion estd
influenciada por las caracteristicas clinicas del paciente y por las particularidades
propias del tipo de EPC. K. pneumoniae es la enterobacteria productora de
carbapenemasa mds prevalente en todo el mundo y se ha definido como un factor de

riesgo independiente de prediccién de mortalidad [32].

En general, los pacientes procedentes de la comunidad presentan una tasa de
colonizacién con EPC muy baja [154,155]. La adquisicion de EPC se asocia
mayoritariamente con el dmbito hospitalario y con otros centros de cuidados sanitarios
[154-159]. Los principales factores que predisponen a la colonizaciéon con EPC son las
estancias hospitalarias prolongadas, la utilizacién de antibidticos, la colonizacién con
otros patdgenos resistentes, el uso de procedimientos diagndsticos o terapéuticos
invasivos y las comorbilidades previas [33,152,160,161]. También se considera un
factor de riesgo el contacto con regiones endémicas, especialmente el asociado al
turismo sanitario [7,9,162]. Algunos estudios han determinado que en un contexto de
alta endemicidad, el riesgo global de ser colonizado por una EPC es de
aproximadamente el 5% [163,164]. Se estima que el tiempo medio de colonizacién con

EPC es de 3 meses, aunque se han descrito colonizaciones que superan el afio [33],
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aumentado el riesgo de infeccion y de adquisicion de otros microorganismos

multirresistentes.

4.4. Métodos de deteccion y confirmacion de portadores de EPC

Para la deteccion especifica de EPC en portadores (o incluso en muestras clinicas) se
han utilizado tradicionalmente medios selectivos (agar MacConkey) suplementados con
concentraciones bajas de imipenem (1 mg/L) o discos de imipenem o ertapenem (10ug).
En los tultimos afios se han desarrollado diferentes medios cromogénicos que han
demostrado una alta sensibilidad para todos los tipos de carbapenemasas. Entre ellos se
encuentran los medios chromID (bioMérieux, Francia), el medio CRE Brillance
(Thermo Fhiser Scientific, UK) y el medio CHROMagar mSuperCARBA. En algunos
casos, como el chromlID, se ha desarrollado un formato de biplaca con dos medios, uno
para el aislamiento selectivo de bacterias productoras de OXA-48 y otro para bacterias

productoras de KPC o MBL [165].

Las pruebas fenotipicas para la confirmacién de la produccion de carbapenemasas
incluyen el test de Hodge modificado, la medicién de hidrdlisis de los carbapenems por
espectrometria de masas (MALDI-TOF MS), métodos colorimétricos basados en
cambios de pH (CarbaNP y BlueCarba), inmunocromatografia y el método de
inactivacion de carbapenems (CIM). Ese ultimo ha sufrido diferentes modificaciones y
ha sido adoptado, por el momento, como método de referencia por el CLSI en
detrimento del test de Hodge modificado. Con posterioridad a la deteccién de la posible
produccién de carbapenemasa, se recomienda realizar otras pruebas fenotipicas que
confirmen el mecanismo de resistencia y la clase de carbapenemasa producida. En la
Figura 12, se incluye el esquema recomendado por la Sociedad Espaiola de
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC) en

sus procedimientos microbioldgicos (https://www.seimc.org/contenidos/documentoscie

ntificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-procedimientomicrobiologia55.pdf).  Las

recomendaciones del grupo EUCAST, orientadas al estudio de aislados que presenten
resistencia o sensibilidad disminuida a los carbapenémicos recomienda la detecciéon de
carbapenemasa en los aislados de enterobacterias que tengan valores de CMI a
meropenem superiores a 0,12 mg/L (http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs

/EUCAST _files/Breakpoint_tables/v_8.1 Breakpoint_Tables.pdf) (Figura 12).
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Figura 12. Diagrama de actuacion para la confirmacién de mecanismos de resistencia a
antibidticos carbapenems en enterobacterias (modificado de [166]). AFB=icido fenil-
borénico; ADP=icido dipicolinico; EDTA=4cido etildiaminotetraacético, MBL=metalo-B-lactamasas;
CP=carbapenemasa; BLEE=f-lactamasa de espectro extendido; pAmpC=AmpC plasmidica;

PIP/TZ=Piperacilina/tazobactam. ' Interpretar junto con las pruebas que emplean inhibidores de B-
lactamasas. ° GES, SME, IMI, NCM. ° SIM, GIM, AIM, SPM entre otras.
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Aunque el cultivo microbiolégico empleando medios cromogénicos sigue siendo el
método mds habitual en la deteccién de los individuos portadores de EPC, existen
también alternativas moleculares como microarrays, PCR de diferente indole, LAMP
(“Loop-mediated isothermal amplification™), etc, que incluso ofrecen informacién sobre
el tipo de carbapenemasa. Estas mismas técnicas se pueden emplear directamente sobre
aislados, sobre todo en aquellos casos en los que la presencia de otros mecanismos de
resistencia como BLEE, AmpC o pérdida de porinas, dificulta la confirmacién

fenotipica (Figura 12).

4.5. Prevencion y control

Las EPC se estdan propagando entre los miembros del orden Enterobacterales, de la
misma manera que lo hicieron dos décadas antes las BLEE, particularmente las enzimas
CTX-M. La deteccion precoz de pacientes colonizados por EPC y la implementacion de
medidas de control y de aislamiento, son imprescindibles para reducir la infeccién por

estas bacterias.

Ingreso del paciente
(valorar riesgo de colonizacién/infeccidn por EPC)
Portador conocido o No riesgo conocido
paciente de riesgo Posible EPCenmuestra | _ | Epyiar muestra segdn
clinica de rutina indicacion clinica
Cribado (exudado ‘L
rectal) y aislamiento . No EPC en muestra
(precauciones de EPC probable positivo clinica de rutina
contacto) No mas acciones
\L Guardar muestra
y enviar a Confirmacion de
EPC negativo laboratorio de 5 colonizacién y/o
Informar al referencia infeccién por EPC
J/ clinico \L
Levantar *Aislar/Mantener aislamiento y precauciones de contacto

*Informar al paciente de su situacién de portador

*Poner en marcha Plan EPC

*Informar al equipo de control de infeccidn del Hospital
*Revisar el manejo clinico

*Comunicar a Salud Publica-Encuesta epidemioldgica
— | *Informar a otros centros sanitarios de traslado y residencias

aislamiento y no
mas acciones

EPC positivo previo

Figura 13. Diagrama de flujo a seguir al ingreso hospitalario de un paciente
(modificado de [167]).
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Introduccion

En 2013, la Comunidad de Madrid (CM) implement6é un Plan de Actuacion en el
que se contemplan las medidas a tomar en los centros sanitarios de la region para la
prevencion y el control de la infeccion por EPC [167]. El Plan de Actuacién incluye un
diagrama de flujo que indica los pasos que se han de seguir tras el ingreso de un

paciente en un hospital (Figura 13).

49






JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

“El trabajo te da significado y propdsito, y la vida estd vacia sin ambos”

Stephen Hawking
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

En los ultimos afios, la incidencia de enterobacterias productoras de carbapenemasas
(EPC) estd aumentando en todo el mundo y de forma particular en Espafia. El perfil de
multirresistencia de las EPC y su gran facilidad de dispersion clonal e interespecie,
contribuyen a aumentar el riesgo de endemicidad de estos microorganismos, suponiendo
una grave amenaza para nuestros sistemas de salud. Actualmente, la adquisiciéon de EPC
se asocia mayoritariamente al dmbito hospitalario, aunque el riesgo de introduccion y
diseminacién de estas EPC en el entorno comunitario estd aumentando, por lo que
podria repetirse el modelo que siguieron las CTX-M, p-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) ampliamente diseminadas. La colonizacién del hospedador por EPC
es uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo de infeccién por estos
microorganismos multirresistentes. Por tanto, la deteccion precoz de portadores fecales
de EPC mediante sistemas de vigilancia activos, y el conocimiento de los
microorganismos, su estructura poblacional y las enzimas implicadas, son
fundamentales para conocer la dimensién del problema y poder establecer medidas que

permitan frenar su propagacion.

Con este propésito, el objetivo principal de esta tesis fue estudiar la incidencia de
pacientes colonizados por EPC en nuestro hospital durante el desarrollo del Proyecto
Europeo R-GNOSIS (marzo 2014-marzo 2016). Durante un periodo de dos afios
estudiamos la epidemiologia y la diversidad de especies de EPC, asi como su posible
afectacion por las medidas de aislamiento de contacto implementadas para reducir la
transmision de portadores fecales por enterobacterias productoras de BLEE (E-BLEE).
Ademads, se caracterizaron los genes responsables de las carbapenemasas y se estudio la
diversidad genética de las distintas especies de EPC, asi como la distribucién espacial y

temporal de los principales clones epidémicos.

Con el fin de profundizar en el conocimiento de la epidemiologia de las EPC y
entender los mecanismos genéticos implicados en la adquisicién y diseminacion de los

genes de carbapenemasa, se establecieron los siguientes objetivos secundarios:

- Analizar en un subgrupo de pacientes cocolonizados por diferentes EPC, la

transferencia in vivo de los genes blaoxa.as, blayi.1 y blaxpc.s entre distintas
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especies de enterobacterias y caracterizar los elementos genéticos mdviles

implicados.

- Describir por primera vez la diseminacion de clonal de Kluyvera spp. productora
de OXA-48 portadora también de la nueva variante cromosdmica CTX-M-213, y

analizar la secuencia del genoma completo de uno de estos aislamientos.

- Describir y analizar las caracteristicas microbioldgicas, epidemioldgicas y
clinicas de un brote de K. pneumoniae productora de las enzimas NDM-I,
CTX-M-15 y DHA-1 detectado en el servicio de Neurocirugia entre septiembre de
2015 y febrero de 2016.
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MATERIAL Y METODOS

“Para hacer las cosas bien es necesario: primero, el amor; segundo, la técnica”

Antoni Gaudi
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MATERIAL Y METODOS

1. Provecto R-GNOSIS

El estudio R-GNOSIS (“Resistance of Gram-Negative Organisms: Studying
Intervention Strategies”) es un proyecto financiado por la Unién Europea englobado
dentro del 7° programa marco (FP7) (R-GNOSIS-FP7-HEALTH-F3-2011-282512). Es
un estudio controlado, de dos brazos, aleatorizado por grupos de dos estrategias de

control de infecciones con disefio de ramas cruzadas (http://www.r-gnosis.eu/). Este

proyecto se diseid con el objetivo general de determinar la eficacia de las medidas de
control empleadas para reducir la adquisicidn, infeccion y diseminacion de bacterias
gramnegativas multirresistentes. El estudio fue aprobado por el Comité Etico del

Hospital Universitario Ramoén y Cajal (Ref. 251/13).

Tabla 3. Estrategias de intervencion del estudio R-GNOSIS

Estrategias de intervencion

PE v’ Higiene de manos.

v Uso de bata y otras barreras durante el cuidado de los pacientes.
AC+PE v" Precauciones estdndar.

v Uso de bata y guantes por parte de los visitantes de los pacientes

colonizados y/o infectados.
v’ Aislamiento del paciente en habitaciones individuales o compartidas
con otros pacientes colonizados por el mismo microorganismo).

PE=Precauciones estandar; AC=Aislamiento de contacto

Dentro del proyecto R-GNOSIS, una de las aproximaciones que se llevaron a cabo
(Protocolo 5) fue el estudio de las estrategias de aislamiento de pacientes portadores de
B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) en servicios médicos y quirdrgicos
(“Patient isolation strategies for ESBL carriers in medical and surgical hospital
wards”). Las medidas correspondientes a cada estrategia de intervencion se engloban en
la Tabla 3. En este protocolo colaboraron 4 hospitales con distintas localizaciones
europeas: Madrid (Espaiia), Berlin (Alemania), Utrecht (Holanda) y Ginebra (Suiza). Su
objetivo principal fue evaluar el efecto adicional del aislamiento de contacto (AC) frente
a las estrategias de precaucion estandar (PE) sobre la densidad de incidencia de
adquisiciéon nosocomial de enterobacterias productoras de [B-lactamasas de espectro
extendido (E-BLEE). Los objetivos secundarios del protocolo 5 se recogen en la Tabla

4,
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Tabla 4. Objetivos del protocolo 5 del estudio R-GNOSIS.
Objetivo principal:
v Evaluar el efecto adicional de las medidas de aislamiento frente a las estrategias de
precaucion estandar sobre la densidad de incidencia de E-BLEE.

Objetivos secundarios:

Determinar la prevalencia de E-BLEE al ingreso y al alta.

Determinar la incidencia de infecciones nosocomiales por E-BLEE.

Evaluar la adherencia de la higiene de manos.

Evaluar el cumplimiento de las medidas de aislamiento.

NANANENEN

Comparar la incidencia de E-BLEE detectadas con y sin cribado de vigilancia
universal (periodos de intervencién vs. periodo basal pre-intervencion y periodo post-
intervencion).

El estudio se llevd a cabo con pacientes hospitalizados en dos servicios quirdrgicos
(Neurocirugia y Urologia) y dos servicios médicos (Gastroenterologia y Neumologia)
de nuestro hospital. Durante un primer periodo de 12 meses (1 de marzo de 2014 — 28
de febrero de 2015), se implanto la estrategia de aislamiento de contacto en los servicios
quirdrgicos (SQ), mientras que en los servicios médicos (SM) se llevaron a cabo sélo
las medidas de precaucion estdndar. El mes de marzo de 2015 fue un “periodo de
lavado” en el que no se realizd aislamiento de contacto en ninguna unidad en los
pacientes colonizados por E-BLEE. Durante un segundo periodo que abarcé los 12
meses posteriores (1 de abril de 2015-31 de marzo de 2016), las medidas de aislamiento
de contacto se implantaron en los servicios médicos, y en las unidades quirtirgicas se

realizaron Unicamente las medidas de precaucion estandar habituales (Figura 14).

Otra de las aproximaciones del proyecto R-GNOSIS que se recoge en esta tesis se
incluye en el Protocolo 7 (“Functional microbiology & within-host transmission
dynamics of genes, plasmids and clones of MDR-GNB”), cuyo objetivo fue estudiar la
dindmica de aparicion, la persistencia, los mecanismos de resistencia y las relaciones

clonales de las BGN multirresistentes detectados durante el protocolo 5.

En los tdltimos afios, en nuestro hospital se ha registrado un aumento de la aparicién
de pacientes colonizados y/o infectados por enterobacterias productoras de
carbapenemasas (EPC). Por este motivo, en nuestro centro, a todos los pacientes que
participaron en el proyecto R-GNOSIS se les realizé en paralelo un cribado para
detectar posibles portadores de EPC. Ante la detecciéon de cada nuevo caso de
colonizacién se implementaron inmediatamente las medidas de control y prevencién de

la infeccion por EPC recomendadas en la CM [167], que incluyen tanto las estrategias
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Material y Métodos

de aislamiento de contacto y precaucién estdndar como la recogida de cultivos rectales
de vigilancia epidemioldgica. Las EPC que se identificaron en este grupo de pacientes

fueron incluidas en esta tesis doctoral.

I
4

Figura 14. Diseio del estudio R-GNOSIS.

2. Recogida de muestras

Se recogieron un total de 15.556 torundas rectales de 8.209 pacientes durante todo el
estudio. En el primer periodo se recogieron 6.508 muestras rectales pertenecientes a
4.432 pacientes, mientras que en el segundo periodo, se recogieron 7.852 muestras de
5.055 pacientes. Durante el mes considerado como “periodo de lavado” (marzo 2015) se
recogieron 730 torundas. En la Tabla 5 se engloba el nimero de muestras y de pacientes

de cada servicio y en cada periodo que participaron en el estudio.

Las muestras rectales se obtenian al ingreso en cada unidad, semanalmente para
aquellos pacientes que permanecieron ingresados mds de 7 dias, y al alta en aquellos
que estuvieron hospitalizados al menos 3 dias. Se revisaron las historias clinicas de
todos aquellos pacientes colonizados con EPC y se recogié la edad, el sexo y la

ubicacion del paciente.



Tabla 5. Numero de torundas rectales y pacientes que participaron en el cribado.

Servicios N° torundas rectales N° pacientes

Periodo 1 1936 1238

; Lavado 190 82
Gastroenterologia Periodo 2 2180 1289
Total 4116 2527
Periodo 1 1732 1197

, Lavado 217 88
Neumologfa Periodo 2 2173 1289
Total 3905 2486

Periodo 1 720 436

L Lavado 81 35
Neurocirugia Periodo 2 952 477
Total 1672 913

Periodo 1 2120 1561

. Lavado 216 105
Urologfa Periodo 2 2547 2000
Total 4667 3561
TOTAL 14360 9487

a) b) )

Figura 15. a) Torundas rectales utilizadas en el cribado; b) placa Chromo ID-ESBL con
colonias rojas y verdes; y c) placa Chromo ID-CARB/OXA-48, con colonias verdes en
el medio para identificacion de OXA-48 y colonias rojas en el medio para identificacién
de carbapenemasas.

3. Cultivos de vigilancia

Las torundas rectales se sembraron en medios cromogénicos y selectivos Chromo ID-
ESBL y -CARB/OXA-48 (BioMérieux, Marcyl'Etoile, Francia) para deteccion de
BLEE y carbapenemasas, respectivamente (Figura 15). Las placas se incubaron a 37°C

durante 2 dias, y se hizo una lectura a las 24 h y otra a las 48 h. La identificacién
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presuntiva de las colonias se realizé siguiendo las indicaciones del fabricante. De esta
forma, las colonias de color rosa se correspondian con crecimiento por E. coli, y las
colonias verdes azuladas con Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia spp., y
Citrobacter spp. De cada medio de agar cromogénico se seleccioné una colonia tinica
por color y morfologia y se sembré en placas de agar sangre para realizar los posteriores

estudios microbioldgicos.

4. Identificacion bacteriana

4.1. Espectrometria de masas (MALDI-TOF MS)

Las colonias que crecieron en las placas de agar sangre se identificaron mediante
espectrometria de masas (MALDI-TOF MS, “matrix-assisted laser desorption/
/ionization time-of-flight mass spectrometer”). La identificacion se realiz6 a partir de
una Unica colonia que se colocé sobre una placa de titanio punteada y se cubrié con
0,7 pl de matriz (4cido-ciano-4-hidroxicinaminico). Se emple6 el equipo MALDI-
Biotyper Realtime (Bruker Daltonics, Alemania) y el espectro resultante de cada cepa se
analiz6 con el software FlexControl 3.0 compardndolo con la base de datos. Los
resultados se expresan como puntuaciones de 0 a 3. Los valores <1,7 se consideraron
una identificacién no fiable; los valores entre 1,7-2 se correspondieron con una
identificacion de género; y finalmente los valores >2 una identificacion fiable a nivel de

especie.

4.2. Amplificacion y secuenciacion del ARNr 16S

El ARNr 16S es un polirribonucleétido de aproximadamente 1.500 pb, codificado por el
gen rrs, también denominado ADN ribosomal 16S (ADNr 16S), a partir de cuya
secuencia se puede obtener informacion filogenética y taxondémica. La amplificacion
por PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) y posterior secuenciacion del ADNr

16S, es un método rapido y eficaz de identificacion bacteriana.

4.2.1. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN bacteriano de los aislados se realiz6 mediante el método de
hervido (“boiling”). Para obtener el lisado bacteriano se resuspendié una colonia
tomada de un cultivo en placa de agar sangre de 24 h en 350 pul de TE y se hirvié en un

termobloque durante 10 min. Posteriormente, se centrifugé a 12.000 rpm durante 5 min
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y se recogié el sobrenadante que se utilizé para las posteriores reacciones de

amplificacion.

4.2.2. PCR y secuenciacion

Para amplificar el gen ADNr 16S se emplearon cebadores especificos (16S-F5’-
AGGATTAGATACCCTGGTAG-3’y16S-R5'-AGGCCCGGGAACGTATTCAC-3’) y
las siguientes condiciones de amplificacion: 1 ciclo de 12 min a 94°C; 30 ciclos de 1

min a 94°C, 1 min a 60°C, 1 min a 72°C; extension final de 10 min a 72°C.

Las reacciones de amplificacion se prepararon en volimenes finales de 20 ul que
contenian los siguientes componentes: tampén de reaccion (1x), MgCl, (2,5 mM),
dNTPs (2,5 mM), cebadores directo (F) y reverso (R) (0,1 uM cada uno), 2,5 U de
polimerasa AmpliTaq Gold (AppliedBiosystems, Foster City, CA, EE.UU.) y ADN
molde (3 ul). La enzima AmpliTaq Gold, es una Tag ADN polimerasa de alta fidelidad
y especificidad que se activa solamente a temperaturas elevadas, disminuyendo la
formacion de productos inespecificos y aumentando el rendimiento de la amplificacion.
Las reacciones de PCR se realizaron en termocicladores MJ Research PTC-100 (Global

Medical Instrumentation Inc., Minnesota, EE.UU.).

Los productos obtenidos tras la amplificacion se separaron mediante electroforesis
de corriente continua en cubetas horizontales (100V, 30-60 min), utilizando geles de
agarosa D-1 Low EEO (Pronadisa) al 1,5% en tamp6n TBE 0,5x (44,5 mM Trisbase,
44,5 mM 4cido bérico, 1| mM EDTA pH=8,0). Como marcador de peso molecular se
utilizé 100 bp DNA ladder (100-1500 pb) (TaKaRaBio Inc.). La visualizacién de los
productos amplificados se realizé mediante tincién de los geles de agarosa con GelRed
a una concentracion final 3X y su posterior exposiciéon a luz ultravioleta en el equipo

transiluminador ChemiDoc™ MP Imaging System (Bio-Rad, Hércules, CA., EE.UU.).

Los productos de PCR fueron purificados con ExoSAP-IT® purification kit (USB
Corp., Cleveland, OH, EE.UU.), afadiendo 1 pl de reactivo y 1 ul de H,O ultrapura
estéril por cada 5 ul de producto de PCR, e incubando en el termociclador durante de 15
min a 37°C y 15 min a 80°C. El producto de PCR purificado fue posteriormente
secuenciado en Macrogen Europe (Macrogen Inc., Amsterdam, TheNetherlands) en

secuenciadores Applied Biosystems 3730XL de alto rendimiento y dltima generacion.
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4.2.3. Analisis de la secuencia del ADNr 16S

La identificacion bacteriana se confirmé con la comparacion, mediante el programa
BLAST, de la secuencia del ADNr 16S obtenida con las depositadas en la base de datos
del NCBI (“National Center for Biotechnology Information”)
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

5. Deteccion fenotipica de la produccion de carbapenemasas y BLEE

La producciéon de BLEE y carbapenemasas se confirmé fenotipicamente empleando
diferentes pruebas de difusion en agar. A partir de una colonia crecida en una placa de
agar sangre de 18-24h, se preparé un indculo de 2 ml de NaCl 0,9% ajustado a una
turbidez equivalente a 0,5 de la escala MacFarland. La suspension se agité durante 15-
20 segundos y con un hisopo de algodén estéril se sembrd la superficie de una placa de

Mueller-Hinton agar (MHA).

5.1. Test de doble difusion en disco (DDST)

El test de doble difusién en disco consiste en un antibiograma que permite detectar la
produccién de BLEE mediante la observacion de sinergia (ampliacién de la zona de
inhibicién) entre dos discos de antibidticos. Acorde al disefio del estudio R-GNOSIS y
en funcién de la identificacién bacteriana, se emplearon diferentes discos de antibidtico
(Oxoid, Ltd. Hampshire, Reino Unido). Para las colonias identificadas como E. coli se
utilizaron los discos convencionales de cefotaxima (30 pg) (CTX) y ceftazidima (30 ug)
(CAZ) con un disco de amoxicilina-clavuldanico (20/10 pg) (AMC) colocado en el
centro de la placa a una distancia de 20-30 mm de los anteriores. Para el resto de
especies, se emplearon discos de aztreonam (30 pg) (AZT) y cefepime (30 ng) (FEP)
colocados centro a centro del disco de AMC (Figura 16a). Ademas, se utilizé un disco
de cefoxitina (30 pg) (FOX) para la detectar la posible produccién de B-lactamasas de

tipo AmpC (Figura 16a). Las placas se incubaron a 37°C durante 16-18h.

Mediante esta prueba, la produccién de BLEE se confirma cuando se observa
sinergia entre cualquiera de los discos de cefalosporina de espectro ampliado (CAZ,
CTX, AZT o FEP) y el disco de AMC. Esta forma caracteristica de “halo de herradura”
se produce por el efecto inhibitorio del 4cido clavuldnico sobre la BLEE, dando lugar a

que el resto de antibidticos aumenten su actividad inhibitoria en la zona de interseccion.
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5.2. Test de Hodge modificado (MHT)

El test de Hogde es un método de difusion en agar que se emplea para detectar la
produccion de carbapenemasas. Se inoculd una placa de MHA con una suspension
bacteriana preparada a partir de una colonia de la cepa E. coli ATCC 25922 sensible a
los carbapenémicos. En el centro de la placa se colocé un disco de meropenem (10 pg)
(MER), y con un asa se estrié una colonia del microorganismo a estudiar desde el borde
del disco hacia el exterior de la placa. Este proceso se repitié con un control positivo
(K. pneumoniae ATCC BAA1705, productora de KPC) y con un control negativo
(K. pneumoniae ATCC 1706). Se interpreta un resultado positivo cuando se observa
formacion de una “punta de flecha” debido al crecimiento de la cepa E. coli ATCC
25922 en la interseccion entre el halo de inhibicién (generado por la difusiéon del

antibidtico) y la estria de la cepa productora de carbapenemasa (Figura 16¢).

a)

Aislado
problema

Figura 16. a) Test de doble difusién en disco con aztreonam (AZT) y cefepime (FEP)
colocados centro a centro del disco de amoxicilina-clavuldnico (AMC) y disco de
cefoxitina (FOX) y b) Test de Hodge Modificado (MHT).

5.3. Identificacion fenotipica del tipo de carbapenemasa

Con el fin de discriminar el tipo carbapenemasa producida [KPC, metalo-p-lactamasa
(MBL) u OXA-48] se emple¢ el test comercial “KPC/MBL/OXA-48 Confirmation Kit”
(RoscoDiagnostica, Taastrup, Denmark). Esta prueba contiene discos en formato tableta
de temocilina (inhibidor de OXA-48), de meropenem, y de meropenem suplementados
con otros inhibidores de diferentes B-lactamasas (4cido borénico, inhibidor de KPC y
AmpC; cloxacilina, inhibidor de AmpC; y é4cido dipicolinico, inhibidor de MBL). La
interpretacion se realiza midiendo diferencias entre los halos de inhibicion de los

distintos discos siguiendo las recomendaciones del fabricante (Tabla 6).
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El test “ESBL and AmpC Screen Kif’ (Rosco Diagnéstica) fue también utilizado
para detectar la produccion de BLEE y/o AmpC. En esta prueba se emplean discos con
cefotaxima y con cefotaxima combinada con clavulanato y/o cloxacilina. La

interpretacion de los resultados se puede observar en la Tabla 7

Tabla 6. Interpretacion de “KPC/MBL/OXA-48 Confirmation Kit”.

Actividad AmpC Diferencia > Smm entre MRP10- MRPCX

Actividad MBL Diferencia > 5 mm entre MRP10 - MRPDP

Actividad KPC Diferencia > 4 mm entre MRP10 -MRPBO y <4mm
entre MRP10 - MRPCX

Actividad OXA-48 No se observa halo de inhibicién en TEM

Meropenem 10 pg, (MRP10); meropenem 10 pg + acido borénico (MRPBO); meropenem 10 ug +
cloxacilina (MRPCX); meropenem 10 pg + dcido dipicolinico (MRPDP); y temocilina 30 ug (TEM).

Tabla 7. Interpretacion de “ESBL-and AmpC ScreenKit”.

Actividad BLEE Diferencia > Smm entre CTX30-CTX+Cy CTXC-C -
CTXCX

Actividad AmpC Diferencia > 5mm entre CTXCC-CTX+C y CTXCX -
CTX30

Actividad BLEE + AmpC Diferencia > 5mm entre CTXCC-CTXCX y <5mm

entre CTX+C — CTX30

Cefotaxime 30 pg (CTX30), cefotaxime 30 pg + clavulanato (inhibidor de BLEE) (CTX+C), cefotaxime 30
pg + cloxacilina (inhibidor de AmpC) (CTXCX), y cefotaxime 30 pg + clavulanato + cloxacilina (CTXCC).

6. Sensibilidad antimicrobiana

Las pruebas de sensibilidad permiten inferir la actividad in vitro de los antibidticos y
establecer valores de concentracién minima inhibitoria (CMI) y de concentracion
minima bactericida (CMB). La CMI se define como la menor concentracion de
antimicrobiano que inhibe el crecimiento visible del microorganismo estudiado, y la
CMB, como la menor concentraciéon de antimicrobiano que causa la muerte del
microorganismo. La categorizacién clinica de los valores de CMI obtenidos
se realiz6 siguiendo los puntos de corte establecidos por EUCAST
(http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST _files/Breakpoint_tables/v
8.1 _Breakpoint_Tables.pdf).
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6.1. Microdilucion

La sensibilidad a antimicrobianos se determiné por microdilucion utilizando el sistema

automatico MicroScan (Beckman Coulter, CA, EE.UU.).

6.2. Tiras en gradiente

Se emplearon tiras comerciales en gradiente de celulosa (Liofilchem MIC-Test Strip,
Rosetodegli Abruzzi, Italy) impregnadas con antibitico a un rango de concentracién
creciente y variable segun el agente antimicrobiano. Estas tiras, depositadas en una
placa de MHA inoculada previamente con la suspension bacteriana, ofrecieron
informacién cuantitativa de la CMI (mg/L), que se corresponderd con el valor que
aparece en el punto de interseccion del halo de inhibicién del crecimiento bacteriano

con la tira.

7. Caracterizacion de genes de resistencia

La caracterizaciéon de los genes de resistencia se realizdO mediante PCR y posterior
secuenciacion de los fragmentos amplificados. En algunos casos, también se empleé el
sistema eazyplex® SuperBug CRE (Amplex-Biosystems, Alemania). En la coleccién de
aislados se investigd la presencia de los principales genes de carbapenemasas (blay,
blapp, blakpc, y blaoxa-oxa-4s) y de las BLEE (blatgm, blaspv, blactx-m). En casos
concretos, ademds se estudiaron otros tipos de P-lactamasas como las B-lactamasas

plasmidicas de tipo AmpC.

7.1. Pruebas de deteccion rapida

El sistema eazyplex® SuperBug CRE (Amplex-Biosystems, Alemania) es una prueba
de deteccion rdpida basada en la técnica LAMP (“Loop-mediated isothermal
amplification”). Este método no requiere termociclador y se fundamenta en la
amplificaciéon de ADN por desplazamiento de cadena a una temperatura constante. El
test permite detectar los diferentes tipos de carbapenemasa (KPC, NDM, OXA-48,
OXA-181 y VIM) y BLEE (de los grupos CTX-M-1 y CTX-M-9) directamente desde

un cultivo crecido en placa y muestra un resultado a tiempo real en 15 minutos.
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Tabla 8. Cebadores para la identificacion de genes de B-lactamasa de espectro extendido (BLEE).

Material y Métodos

Genes Cebadores (Secuencia 5°-3%) Amplicén Condiciones Referencia
SHV-F ATGCGTTATATTCGCCTGTG
SHV-R TGCTTTGTTATTCGGGCCAA 747 bp
PCR MULTIPLE TEM -F TCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGA cllfflﬁﬂie : ;}jf‘ca} 9&5;320‘5}8";
TEM-SHV-CTX-M ; ; e ‘
TEM-R ACGCTCACCGGCTCCAGATTTAT 445 bp min a 72°C; extension final de 10 T onsteiny cols [168]
CTX-M-F ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC min a 72°C
CTX-M-R TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG -2 PP
CTX-M-1G-F AAAAATCACTGCGCCAGTTC
. 415b 1 ciclo de 5 min a 94°C; 30 cicl
PCRMULTIPLE  CTX-M-1G-R AGCTTATTCATCGCCACGTT P o 5 son 3 OBC. 40 sea 4 520C
CTX-M-1 grupo - g o o . g . ” Woodford y cols. [169]
CTX-M-9 grupo CTX-M-9G-F CAAAGAGAGTGCAACGGATG 50 seg a 72°C; extensién final de
205 bp 10 min a 72°C
CTX-M-9G-R ATTGGAAAGCGTTCA TCACC
1 ciclo de 5 min a 94°C; 30 cicl
CTX-M-1-SEQ-F CCCATGGTTAAAAAATCACTGC de 30 nen 2 04°C. 30 sen 2 60°%C. 1
PCR blacrxm. 1000 b . g P, g > Carattoli y cols. [170]
CTX-M- P min a 72°C; extensién final de 10
CTX-M-1-SEQ-F  CAGCGCTTTTGCCGTCTAAG min a 72°C
CTX-M-9-SEQ-F TGGTGACAAAGAGAGTGCAACG (11 0130(1)0 de 5 o g‘(‘) C; 30 C515°1gs
PCR blacrx - 874 b ¢ seg a i .S,eg a > Paauw y cols. [171]
CTXM9 P 40 seg a 72°C; extensién final de
CTX-M-9-SEQ-F TCACAGCCCTTCGGCGAT v
SHV-SEQ-F TTATCTCCCTGTTAGCCACC | ciclo de 5 min a 94°C; 30 ciclos
B B de 30 seg a 94°C, 30 seg a 55°C, 1 .
PCR blasuy 800 bp min a 72°C; extension final de 10 Weill y cols. [1721]
SHV-SEQ-R GATTTGCTGATTTCGCTCGG min a 72°C
TEM-SEQ-F GCGGAACCCCTATTTG 1 ciclo de 5 min a 94°C; 30 ciclos
PCR blarey 964 bp de 30 seg a 94°C, 30 seg a 55°C, 1o o cors 173)
min a 72°C; extensién final de 10
TEM-SEQ-R ACCAATGCTTAATCAGTGAG min a 72°C
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Tabla 9. Cebadores para la identificacion de genes de carbapenemasa.

Genes Cebadores Secuencia (5°-3’) Amplicon Condiciones Referencia
VIM-F GATGGTGTTTGGTCGCATA
VIM-R CGAATGCGCAGCACCAG 390pb
OXA-48-F GCGTGGTTAAGGATGAACAC
PCR MULTIPLE OXA-48-R CATCAAGTTCAACCCAACCG 438 pb 1 ciclo de 5 min a 94°C; 30 ciclos de 30 seg
VIM-NDM-KPC- NDM.F GGTTTGGCGATCTGGTTTTC a 94 (,:j 3Q seg a 52.C, 1 omln a 72°C; Poirel y cols. [174]
OXA-48 621 pb extension final de 10 min a 72°C
NDM-R CGGAATGGCTCATCACGATC p
KPC-F CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG
KPC-R CTTGTCATCCTTGTTAGGCG 798 pb
VIM-seq-F TATTGGTCTATTTGACCGCGT Ieiclo de > min a S4°C; 30 ciclos de 30 Seg v\ e y cols.
blayp 800 pb a 94°C, 30 seg a 58°C, 1 min a 72°C; (Comunicacién personal)
VIM-seq-R TACTCRRCGACTGAGCGAT extension final de 10 min a 72°C P
OXA-48-seq-F TTGGTGGCATCGATTATCGG 1 ciclo de 5 min a 94°C; 30 ciclos de 30 seg
blaoxa.ag 600 pb a 94°C, 30 seg a 56°C, 1 min a 72°C; Poirel y cols. [105]
OXA-48-seq-R GAGCACTTCTTTTGTGATGGC extensién final de 10 min a 72°C
NDM-seq-F AAGCTGAGCACCGCATTA 1 ciclo de 5 min a 94°C; 30 ciclos de 30 seg
blanpm 713 pb a 94°C, 30 seg a 52°C, 1 min a 72°C; Gijény cols. [121]
NDM-seq-R GCTCATCACGATCATGCT extension final de 10 min a 72°C
KPC-seq-F ATGTCACTGTATCGCCGTC 1 ciclo de 5 min a 94°C; 30 ciclos de 30 seg
blaxpc 800 pb a 94°C, 30 seg a 54°C, 1 min a 72°C; Endimianiy cols. [175]
KPC-seq-R TTACTGCCCGTTGACGCC extensi6n final de 10 min a 72°C




Material y Métodos

7.2. PCR y secuenciacion

La extraccion de ADN bacteriano de las cepas y de los controles se realizé como se
describe en el apartado 4.2.1. La amplificaciéon por PCR y la secuenciaciéon de los
distintos genes se llevd a cabo siguiendo los mismos procedimientos que en el apartado
4.2.2. Los cebadores especificos y las condiciones de reaccion de los distintos genes de
resistencia se describen en las Tablas 8 y 9. La determinacién de los genes de
carbapenemasa y BLEE se realiz6 primero mediante una PCR multiple con distintos
cebadores para los distintos grupos y posteriormente se confirmaron mediante una PCR
simple con cebadores especificos de cada una de las familias. En cada una de las

reacciones se utilizaron controles de reaccion positivo, negativo y blanco.

7.3. Analisis bioinformatico

El andlisis de las secuencias obtenidas se realizo mediante los programas Chromas
(version 2.6.4 Technelysium Pty. Ltd, Tewantin, Australia) y Vector NTI (version
10.3.0 Invitrogen Corporation, Carlsbad, EE.UU). Para la comparacién y los
alineamientos entre las distintas secuencias se utilizaron los programas BLAST

(www.ncbi.nlm.nih.gov) y Clustal Omega (www.ebi.ac.uk), respectivamente. La

determinacion de las distintas variantes de cada uno de los genes se realiz6 utilizando

los datos disponibles en la pagina www.lahey.org/studies. La web ExPASy (SIB

Bioinformatics Resource Portal) (http://web.expasy.org/translate/) se empled para

convertir las secuencias de nucledtidos a secuencias de aminodcidos y la herramienta
NEBasechanger (version 1.2.6, New England BioLabs, Inc)

(http://nebasechanger.neb.com/) se utiliz6 para el disefio de cebadores especificos.

8. Estudio de la estructura poblacional

8.1. Electroforesis en campo pulsado (PFGE)

La técnica de PFGE consiste en la macrorrestricion del ADN bacteriano mediante
enzimas de restriccion de baja frecuencia de corte y su posterior separaciéon mediante la
aplicacion de distintos pulsos eléctricos que permiten la reorientacién y migracién de

los fragmentos segin su peso molecular.

La digestion se realizd con enzimas cuyo lugar de restriccion, por su longitud y su

secuencia, se encuentran en baja frecuencia a lo largo del ADN cromosémico de la
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bacteria, de manera que se obtienen entre 10 y 30 fragmentos de ADN de alto peso
molecular (20 kb- 1 Mb). Para separar estos fragmentos de gran tamafo, es necesario
aplicar un gradiente de corriente alterna que obligue al ADN a cambiar su conformacion
y reorientarse para avanzar en la direccion de los distintos pulsos eléctricos. Esta técnica
permite obtener patrones de restriccién (pulsotipos) con los que se pueden establecer

categorias de relacion entre cepas bacterianas de un mismo estudio.

El andlisis por PFGE se realizé en todos los aislados productores de carbapenemasa

incluidos en el estudio, siguiendo los pasos que se detallan a continuacion:

- Preparacion de los bloques de agarosa: a partir de un cultivo en placa de agar

Luria Bertuni (LB agar) de 24 h se prepar6 de cada aislado una suspension bacteriana en
2 ml de tamp6n CSB (100 mM TrisHCI pH=8: 100mM EDTA, pHS8) ajustada a una
densidad 6ptica de 600 nm (DOgqp) igual a 1,45. Se tomaron 150 pl de cada suspension
celular en un tubo eppendorf y se adicionaron 7 pL de proteinasa K (20 mg/ml). Para
obtener los bloques de agarosa, se agregé a cada tubo 150 pL de agarosa D5 (Pronadisa,
Madrid, Espaia) preparada al 1% en tampén TBE 0,5x con SDS al 10%, y se repartié
en moldes. Tras la solidificacion de los bloques, se procedié a la lisis y
desproteinizacion celular utilizando para cada bloque 2 ml de tampén de lisis (50 mM
Tris: 50mM EDTA, pH8 + 1% Sarcosina) y 10 uL de proteinasa K (20 mg/ml), y se
incub6 a 56°C durante 2h en bafo con agitacion (150-175 rpm). Posteriormente, se
realizaron 2 lavados de 15 min a 56°C con 2 ml de agua ultrapura estéril, y 4 lavados de
10 min a 56°C con 2 ml de tampén TE (10 mM Tris HCl pH=8,0; 0,1 mM EDTA
pH=8,0). Una vez finalizados los lavados, los bloques de agarosa se conservaron en

tampo6n TE a 4°C.

- Digestion y electroforesis: se cortd aproximadamente 1/3 de cada bloque y se
prepar6 para cada porcién un volumen final de solucién de digestion de 100 uLL con 30-
50 U de la enzima Xbal y una concentracion 1x del tampén correspondiente
(TaKaRaBio Inc., Shiga, Japon). A continuacion, se incubaron a 37°C durante 3-4 h.
Posteriormente se cargaron los bloques de agarosa digeridos en un gel de 150 ml de
agarosa D5 (Pronadisa) preparada al 1,2% con TBE 0,5x y se llevo a cabo la separacién
de los fragmentos de ADN en el sistema CHEF-DRIII (Bio-Rad), empleando como
tampon de electroforesis 2 1 de TBE 0,5x con 20 mg de tiourea. Como marcador de

meso molecular se empled la cepa Salmonella enterica subs. enterica serotipo
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Braenderup (H9812). Las condiciones de electroforesis fueron las siguientes: 14°C, 6

V/cm2, con pulsos de 2,2 a 54,2 seg durante 20h.

- Tincién y visualizacién: la visualizacion de los fragmentos de ADN separados se

realizé por tincién con GelRed. Los geles tefiidos se fotografiaron con el equipo

ChemiDoc™ MP.

- Andlisis de los perfiles de restriccién: Los patrones de restriccion obtenidos se

interpretaron de acuerdo a los criterios de Tenover y cols. [176]. En funcién del nimero
de diferencias (bandas) entre dos patrones se clasific6 a los aislados como idénticos
(mismo numero de bandas y mismo tamafio), genéticamente relacionados (nimero de
diferencias < 3), posiblemente relacionados (nimero de diferencias entre 4 y 6) y no

relacionados (ndmero de diferencias > 6).

El andlisis de los patrones de restriccién y la elaboracién de los dendrogramas de
cada especie bacteriana se llevo a cabo mediante el software Bionumerics (version 3.0
Applied Maths NV, Sint-Martens-Latem, Belgium) utilizando el método de
agrupamiento UPGMA (“unweighted pair group method using arithmetic averages”).
Para calcular la similitud entre las cepas se aplicé el coeficiente de Dice expresado entre

los valores 0 y 1, siendo 1 el valor de mayor homogeneidad genética entre dos aislados.

8.2. Multi locus sequence typing (MLST)

La técnica de MLST fue desarrollada y disefiada para identificar clones y/o lineas
clonales entre las poblaciones bacterianas. El andlisis consiste en amplificar y comparar
las secuencias de fragmentos variables de siete genes de mantenimiento celular
(“housekeeping’) del cromosoma bacteriano. Segun las bases de datos correspondientes
a los distintos microorganismos, a cada variacién alélica de cada uno de los genes se le
asigna un nudmero, y a cada combinacion de 7 alelos (perfil alélico) se le asigna una

secuencia tipo (ST).

El MLST se realizé a los representantes de cada uno de los perfiles de restriccion
identificados por PFGE de K. pneumoniae y E. coli productores de carbapenemasa,
de acuerdo a los esquemas seguidos por el Instituto Pasteur

(http://bigsdb.pasteur.fr/index.html) y la Universidad de Warwick

(http://mlst.warwick.ac.uk), respectivamente.
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Tabla 10. Cebadores y condiciones de amplificacion de los genes de MLST de K. pneumoniae y E. coli.

Genes (pb) Cebadores Secuencia (5°-3’) Condiciones
K. pneumoniae
rpoB (510 pb) rpoB- F GGCGAAATGGCWGAGAACCA
rpoB-R RGAGTCTTCGAAGTTGTAACC
mdh-F CCCAACTCGCTTCAGGTTCAG
mdh (477 pb)
mdh-R CCGTTTTTCCCCAGCAGCAG
) pei-F GAGAAAAACCTGCCTGTACTGCTGGC 1 ciclo de 5 min a 95°C; 30 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min a
pgi (432 pb) pgi-R CGCGCCACGCTTTATAGCGGTTAAT 50°C, y 2 min a 72°C; extension final de 5 min a 72°C
phoE-F ACCTACCGCAACACCGACTTCTTCGG
phoE (420 pb)
phoE-R TGATCAGAACTGGTAGGTGAT
. infB-F CTCGCTGCTGGACTATATTCG
infB (318 pb) .
infB-R CGCTTTCAGCTCAAGAACTTC
gapA-F TGAAATATGACTCCACTCACGG 1 ciclo de 5 min a 95°C; 30 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min a
gapA (450 pb) gapA-R C TTCAGAAGCGGCTTTGATGGCTT 60°C, y 2 min a 72°C; extensién final de 5 min a 72°C
1onB (414 pb) tonB-F CTTTATACCTCGGTACATCAGGTT 1 ciclo de 5 min a 95°C; 30 ciclos de 1min a 95°C, 1 min a
tonB-R ATTCGCCGGCTGRGCRGAGAG 45°C, y 2 min a 72°C; extension final de 5 min a 72°C
E. coli
adk (583 pb) adk-F ATTCTGCTTGGCGCTCCGGG
adk-R CCGTCAACTTTCGCGTATTT
icd (878 pb) icd-F ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACA
icd-R GGACGCAGCAGGATCTGTT 1 ciclo de 5 min a 95°C; 30 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min a
purA-F TCGGTAACGGTGTTGTGCTG 54°C, y 2 min a 72°C; extension final de 5 min a 72°C
puri purA-R CATACGGTAAGCCACGCAGA
fumC (806 pb) fumC-F TCACAGGTCGCCAGCGCTTC
fumC-R GTACGCAGCGAAAAAGATTC
recA (780 pb) recA-F ACCTTTGTAGCTGTACCACG 1 ciclo de 5 min a 95°C; 30 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min a
recA-R TCGTCGAAATCTACGGACCGGA 58°C, y 2 min a 72°C;extension final de 5 min a 72°C
2B (911 pb) gyrB-F TCGGCGACACGGATGACGGC
gyrB-R ATCAGGCCTTCACGCGCATC 1 ciclo de 5 min a 95°C; 30 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min a
mdh (932 pb) mdh-F ATGAAAGTCGCAGTCCTCGGCGCTGCTGGCGG 60°C, y 2 min a 72°C; extension final de 5 min a 72°C
mdh-R TTAACGAACTCCTGCCCCAGAGCGATATCTTTCTT
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El esquema descrito por Diancourt y cols. [177] para K. pneumoniae se basa en la
amplificacion de los siguientes genes: rpoB (subunidad beta ARN polimerasa), gapA
(gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa), mdh (malato deshidrogenasa), pgi
(fosfoglucosa isomerasa), phoE (fosforina E), infB (factor iniciador de la traduccion,

IF-2) y tonB (transductor de energia periplasmico).

Siguiendo el esquema de Wirth y cols. [178], los genes housekeeping de E. coli
para MLST son: adk (adenilato quinasa), fumC (fumarato hidratasa), gyrB (ADN
girasa), icd (isocitrato/isopropilmalato deshidrogenasa), mdh (malato deshidrogenasa),

purA (adenilosuccinato deshidrogenasa) y recA (motivo de unién de ATP/GTP).

Los procedimientos utilizados para la amplificacién por PCR y secuenciacion de
estos genes fueron los mismos que se emplearon en los apartados 4.2.1 y 4.2.2. Los
cebadores utilizados y las condiciones especificas de amplificacién de cada uno de los

genes de MLST de K. pneumoniae y E. coli se encuentran en la Tabla 10.

8.3. Indice de diversidad

La diversidad de poblacion de las EPC detectadas durante este estudio fue estimada
mediante el indice de Simpson (Dg;). El Dg; es un indice de diversidad de especies que
representa la probabilidad de que dos microorganismos seleccionados al azar dentro de
una poblacién pertenezcan a la misma especie [179]. Durante este estudio, se analizé la
diversidad de poblacién empleando el indice de dominancia de Simpson (SDI=1-Dg;)
(Figura 17), el cual se expresa entre los valores 0 y 1, siendo el valor 0 la probabilidad
mds alta de dominancia de una especie o de un clon, y el valor 1 la méixima

biodiversidad.

Dy SDI:
Zin(n—1) 1- Zin(n—1)
NN =1) NN-=1)
Figura 17. Formulas para el cdlculo del indice de Simpson (Dg;) y el indice de

dominancia (SDI). N= n° total de aislados de la poblacién; n;j= n° de aislados
pertenecientes a una misma especie (i) o perfil de restriccion (1).

En este estudio, se estimé la diversidad de especies bacterianas dentro de la

poblacién de EPC comparando la prevalencia de las diferentes especies entre periodos y
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entre las distintas localizaciones hospitalarias. Este indice también se aplicé para
analizar la diversidad clonal de las especies mds representativas (K. pneumoniae y

E. coli), basdndonos en los perfiles de restriccion identificados mediante PFGE.

9. Transferencia horizontal de genes

Los ensayos de transferencia de genes in vitro se llevaron cabo mediante conjugacién en

filtro, transformacién quimica y electroporacion.

9.1. Conjugacion en filtro

Se partié de 2 ml de Luria Bertuni caldo (LB caldo) de 18 h de cada una de las cepas
donadoras y de la receptora (E. coli J53 Azide®). Se prepararon diluciones 1:100 de
cada uno de los cultivos y se pusieron en contacto las cepas donadoras y receptoras en
una proporciéon 1:2. Las mezclas se centrifugaron a 5.000 rpm durante 15 min y los
precipitados se resuspendieron en 100 ul de LB caldo. Posteriormente, con cada
suspension se inocul6 un filtro (Millipore, Billerica, MA, EE.UU.) colocado sobre una
placa de LB agar y se incubd durante 18 h a 37°C. Para la seleccion de los
transconjugantes, el total de la masa bacteriana de cada filtro se sembrd en placas de
seleccion de agar MacConkey suplementadas con azida soédica (100 pg/ml) y ertapenem
(0,5 pg/ml) o imipenem (0,5 pg/ml). Las placas se incubaron a 37°C durante 24-48 h.
Los cultivos positivos se reestriaron de nuevo en placas de seleccién y se incubaron a
37°C durante 18 h. Los transconjugantes se confirmaron por PCR (procedimientos de

los apartados 4.2.1 y 4.2.2) y se guardaron en glicerol al 40% a -40°C.

9.2. Transformacion quimica

Para la realizacion de los experimentos de transformacion se llevaron a cabo los

siguientes pasos:

- Extracciéon de ADN plasmidico: se realizé empleando el Qiagen Plasmid Midi Kit 25

(Qiagen, GmbH, Hilden, Alemania) siguiendo las indicaciones del fabricante. La
concentracion de ADN purificado se determiné utilizando el espectrofotometro

NanoDrop™ 1000 (Thermo Scientific, Waltham, MA, EE.UU.).

- Preparacién de las células quimicas competentes: se prepard un cultivo de 50 ml de

LB caldo con la cepa E. coli DHS5-a y se incub6 a 37°C con agitacién (225 rpm) durante

aproximadamente 2 h hasta alcanzar una DOgynm igual a 0,25-0,4. El cultivo se

74



Material y Métodos

mantuvo en hielo durante 10 min y posteriormente se centrifugé a 6000 rpm durante 10
min a 4°C. Se resuspendio el precipitado en 20 ml de CaCl, 0,1M a 4°C y se incubd en
hielo durante un minimo de 20 min. Se repitié la centrifugaciéon y se resuspendio el
precipitado en 0,7 ml de CaCl, 0,IM a 4°C. La suspensiéon de células quimicas

competentes se guardé en la nevera durante toda la noche.

- Transformacién por choque térmico: para cada reaccién se tomaron 100 ul de células

quimicas competentes y se afadié 30-50 ng/ml de ADN plasmidico. Los tubos se
mantuvieron en hielo durante 30 min, y posteriormente se incubaron a 42°C durante 45
seg (choque térmico). Inmediatamente después se afiadié a cada tubo 1 ml de LB caldo
precalentado a 37°C y se incubaron con agitacién (225 rpm) durante aproximadamente
1-2h a 37°C. A continuacién, para la seleccion de los transformantes se plaquearon
200 pl de cada cultivo LB caldo en placas de LB agar suplementadas con ertapenem
(0,5 pg/ml). Los transformantes se confirmaron por PCR (procedimientos de los

apartados 4.2.1 y 4.2.2) y se guardaron a -40°C en glicerol al 40%.

9.3. Electroporacion

La técnica de electroporacién se realiz6 siguiendo los pasos que se detallan a

continuacion:

- Extraccion de ADN plasmidico: se utilizé el kit NucleoBond® Xtra Midi
(MACHEREY-NAGEL GmbH& Co. KG, Diiren, Germany). La concentracién de ADN

purificado se midi6 utilizando el equipo NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer V.3.6

(ThermoScientific).

- Preparacion de células electrocompetentes: se inoculd un cultivo de 1 ml de LB caldo

con la cepa E. coli DH5-a y se incub6 toda la noche a 37°C con agitacion. A partir de
este cultivo se prepard una dilucién 1:100 en 50 ml de LB caldo que se incub6 a 37°C
con agitacion hasta obtener una DOgyonm de 0,3-0,4 (aproximadamente 2 h).
Inmediatamente después, se incub6 en hielo durante al menos 10 min, y posteriormente
se repartié en dos volimenes de 25 ml y se centrifugd a 4500 rpm durante 10 min a 4°C.
Se decant6 el sobrenadante y el precipitado se lavé cuidadosamente en 15 ml de glicerol
10% a 4°C y se centrifugd de nuevo (4500 rpm, 10 min, 4°C). Este lavado con glicerol
se repitié dos veces mas. Tras el tltimo lavado, se resuspendi6 el precipitado en 300 ul

de glicerol 10% a 4°C y se prepararon alicuotas de 40 pul.
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- Electroporacién: se realiz6 en el equipo Gene Pulser Xcell™ Electroporation Systems

(Bio-Rad, Hércules, CA., EE.UU), en cubetas de eletroporacion de 0,2 cm (Bio-Rad)

con 40 ul de células y 100 ng de ADN plasmidico purificado. Las condiciones del pulso
eléctrico fueron las siguientes: 2,5 kV, 25 uF y 200 Q. A continuacién, las células se
resuspendieron rapidamente en 1 ml de LB caldo precalentado a 37°C y se incubd 2 h a
37°C con agitacion. Para la seleccion de los electrotransformantes se sembraron 200 pl
en placas de seleccion suplementadas con ertapenem (0,5 pg/ml) y se incub6 a 37°C
durante toda la noche. Posteriormente, los electrotransformantes se confirmaron por
PCR siguiendo los mismos procedimientos que en los apartados 4.2.1 y 4.2.2, pero
empleando la ADN Tagq polimerasa DreamTaq Hot Start (Thermo Fisher Scientific) y el
equipo termociclador GeneAmp ® PCR System 9700 (Thermo Fisher Scientific). Los

electrotransformantes se guardaron a -80°C en glicerol al 40%.

10. Localizacion de los genes de resistencia

La localizacion de los genes resistencia transferidos mediante plasmidos se realiz6
mediante la técnica de hibridacion del ADN con sondas especificas obtenidas por PCR.

Esta técnica requiere los siguientes pasos:

10.1. Digestion y separacion del ADN

Para investigar la localizacion pldsmidica de los genes de resistencia, se llevo a cabo
una digestion con la enzima S1 y la posterior separacion de las bandas de ADN por

electroforesis de corriente alterna (PFGE).

El primer paso fue digerir 1/3 de un bloque de agarosa (procedimiento del apartado
8.1) con la enzima S1 (S1 Nuclease, Thermo Fisher Scientific), una endonucleasa que
degrada el ADN cromosémico de la bacteria y lineariza el ADN plasmidico. La
digestion se realizé en un volumen final de 100 pl con 12 U de enzima S1 y una
concentracion 2x del tampén S1, y se incubd a 37°C durante 20 min. Transcurrido este
tiempo, para evitar la degradacion del ADN plasmidico por exceso de digestion se
adicionaron 10 pl de EDTA 0,5M pHS. El gel de agarosa y el tamp6n de electroforesis
se prepararon siguiendo el mismo procedimiento que en el apartado 8.1. Los plasmidos
linearizados se separaron por PFGE en el sistema CHEF-DRIII con las siguientes
condiciones: 14°C, 6 V/cm?, primera rampa de 5 h (pulsos de 5 a 25 seg) y segunda

rampa de 15 h (pulsos de 30 a 45 seg). La visualizaciéon de bandas se realiz6é de nuevo
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por tincién con GelRed y exposicién a luz ultravioleta. El tamafio y el nimero de
plasmidos de cada cepa se establecié por comparacion de las bandas con los marcadores
de peso molecular utilizados: Lambda Ladder PFG Marker (48,5-1000,18 Kb) y Low
Range PFG Marker (0,13-194 Kb) (New England Biolabs, Inc, Ipswich, MA, EE.UU.)
(Figura 18a).

10.2. Transferencia y fijacion del ADN a una membrana

Tras la tincién y visualizacion del gel, se procedi6 a fijar el ADN mediante exposicién a
luz ultravioleta durante 3 min. A continuacién se realiz6 un lavado del gel con
aproximadamente 200 ml de solucién desnaturalizante (NaOH 0,5M: NaCl 1M) durante
30 min con agitacién suave (150-175 pm). El tratamiento con NaOH rompe los puentes
de hidrégeno entre las bases de manera que la sonda podrd hibridar con las regiones
complementarias. Se elimind la solucién y se lavo el gel con 100 ml de agua destilada.
Posteriormente se hicieron dos lavados de 15-20 min en agitacién suave con 200 ml de

solucién neutralizante (NaCl 3M: Tris HCI 0,5; pHS).

Kilobases
E e NN L e S T

Placa de vidrio

388.0 — Papel absorbente

Papel whatman

145.5 — Membrana de nylon
97.0— Gel

Placa de vidrio

Figura 18. a) Lambda Ladder PFG Marker (48,5-1000,18 Kb) utilizado como marcador
de peso molecular en la digestién con la enzima S1; b) Southern Blot para transferencia
de ADN a una membrana de nylon.

Para hacer la transferencia a una membrana de nylon (Hybond N+, GE Healthcare
Bio-Sciences AB, Uppsala, Suecia) se utiliz6é el método Southern Blot (Figura 18b).
Para ello se colocé el gel invertido (pocillos hacia abajo) sobre una placa de cristal. Se

cortdé la membrana de nylon acorde al tamafio del gel y se coloc6 sobre el gel
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cuidadosamente para no hacer burbujas. Sobre la membrana se colocaron 3 filtros 3MM
(papel whatman) del mismo tamafio y sobre éstos una pila de papel absorbente (6-8 cm).
Por tltimo, se colocé otra placa de vidrio y un peso (aproximadamente 500g). El blot se
dej6 toda la noche para que el ADN se transfiriera a la membrana por capilaridad.
Pasado este tiempo, la membrana de nylon se dejo secar al aire y se fijé el ADN por

exposicion a luz ultravioleta durante 2 min.

10.3. Marcaje de sondas

Las sondas de ADN especificas de los genes de resistencia que se hibridaron con las
membranas se obtuvieron por PCR utilizando el procedimiento habitual (apartados 4.2.1
y 4.2.2) pero empleando dNTPs marcados con digoxigenina (PCR DIG Labeling Mix,

Roche, Mannheim, Germany).

También se prepararon sondas de hibridaciéon para los marcadores de peso
molecular (Lambda Ladder PFG Marker y LowRange PFG Marker) mediante marcaje
con el DIG DNA Labeling Kit (Roche). La sonda se prepar6 a partir de ADN de fago A
(Roche) digerido con la enzima Psfl (TaKaRaBio Inc.). Las condiciones de digestion
para obtener una concentracion final de ADN fago A de 50 ng/ul fueron las siguientes:
50 ug de ADN fago A (167 ul), 12 ul de enzima Pstl, 90 ul de tamp6n de la enzima, y
H,O ultrapura estéril hasta un volumen final de 1 ml. La solucién se incubé a 37°C
durante 18h. Para el marcaje de la sonda se prepar6 un volumen final de 15 ul con ADN
fago A (5 ul) y agua milliQ estéril (10 ul), y se desnaturalizé hirviendo a 95°C durante
10 min. La mezcla se enfrié inmediatamente en hielo y a continuacion se afiadieron 2 pl
de mezcla de hexonucledtidos (Hexanucleotide Mix 10x conc.), 2 pl de dNTPs
marcados (DIG DNA LabelingMix 10x conc) y 1 ul de enzima klenow (2 U/ul), y se
incub6 a 37°C toda la noche. Al dia siguiente se afiadieron 2 ul de EDTA 0,2 M pH8
para parar la reaccion. Se precipit6 la mezcla con 2,5 ul de LiCl 4M y 75 pl de etanol
absoluto y se conservo a -70°C durante 20 min. Se centrifugé 20 min a 10.000 rpm y se
lavoé el precipitado con 40 pl de etanol al 70%. Se volvié a centrifugar y se resuspendio

el precipitado en 50 ul de TE pHS estéril.
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10.4. Hibridacion y revelado

Los componentes de cada una de las soluciones empleadas durante la hibridacién se
recogen en la Tabla 11. La técnica de hibridacion con digoxigenina incluye los

siguientes pasos:

- Prehibridacién: se introdujo la membrana de nylon con el ADN fijado en una botella
del horno de hibridacién. Se anadieron 25 ml de solucion de hibridacién previamente

descongelada y atemperada a 60°C y se incub6 en agitacion durante 2 h a 60°C.

- Hervido de la sonda de ADN: se prepararon en un tubo eppendorf 15 pl de producto

de PCR purificado, 2 pul de ADN fago A y 50 ul de solucién de hibridacién, y se incub6
en el termobloque a 95°C durante 10 min. Inmediatamente después la mezcla se incubd

en hielo hasta su utilizacion.

- Hibridacién: Se afadié la sonda marcada y hervida a la solucién de hibridacién de la

botella con la membrana y se incubé a 60°C con agitacion toda la noche.

- Lavados: se retird la soluciéon de hibridacién y se realizaron dos lavados de 5 min a
temperatura ambiente y con agitacion con 20 ml de soluciéon de lavado 1. A
continuacion, se hicieron dos lavados de 15 min a 60°C y agitacion con 20 ml de
soluciéon de lavado 2. A partir de este momento todos los lavados se hicieron a
temperatura ambiente. Se aclaré la membrana con 20 ml de tampén I 1x durante 1 min.
Seguidamente se afadieron 20 ml de tampén II y se incubé durante al menos 30 min.
Para la deteccion inmunoldgica se anadieron 4 pl de anticuerpo conjugado (Anti-
Digoxigenin-AP Fab fragments, Roche) y se incubé 30 min. Se decant6 el tampén II
con anticuerpo y se hicieron 2 lavados de 15 min con 20 ml de tampén I 1x para quitar
el anticuerpo no pegado. Por ultimo, se lavé la membrana durante 3 min exactos con el

tampon I11.

- Revelado con CDP-star: Se preparo la solucidn de revelado en un tubo protegido de la

luz con 5 ml de tamp6én III y 5 pl de agente revelador CDP-star (CDP-Star
Chemiluminescence substrate, Roche). La membrana se secé cuidadosamente con papel
absorbente y se colocd en una bolsa limpia. Se anadié la solucién de revelado y se
extendio rdpida y uniformemente por toda la superficie de la membrana. La bolsa se
selld y se conservo en total oscuridad durante 5 min. Transcurrido este tiempo, se retird

de la membrana el exceso de solucién y se procedié al revelado mediante exposicién a
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luz ultravioleta (20-40 min). El tiempo de exposiciéon dependié de la intensidad de la

sefial y la cantidad de ADN fijado en la membrana.

Tabla 11. Soluciones empleadas en la hibridacién y revelado de membranas.

Soluciones: Componentes:

50 ml de SSC 20x; 2 ml de laurylsarcosina al 10%; 400 ul de
SDS 10%; 3 g de reactivo de bloqueo (Blocking Reagent,
Roche) y hasta 200 ml de agua destilada estéril. Disolver en
un bafio a 70°C. Conservar congelado.

Solucién de hibridacion

20 ml de SSC 20x, 2 ml de SDS 10% y hasta 200 ml con agua

lucién de lavado 1
Soluci6n de lavado destilada estéril.

1 ml de SSC 20x, 2 ml de SDS 10% y hasta 200 ml con agua

Solucién de lavado 2 destilada estéril.

121,14g de Tris HCI, 87,7g de NaCl, ajustar a pH7.5 con HCI

T 6n 1 10
ampon 1 10X y hasta 1 litro con agua destilada.

Tampén I 1x 100 ml de tamp6n I 10x y hasta 1 litro con agua destilada.

2 g de reactivo de bloqueo y hasta 200ml con tampén I 1x

T 6n 11
ampon estéril. Disolver en un bafio a 70°C. Conservar congelado.
. 4,84g de Tris HCl y 2,34g de NaCl y hasta 400ml con agua
Tampén I destilada estéril. Disolver en un bafio a 70°C.
SSC 20x 175,25g de NaCl; 88,5 g de Tri-Na Citrato, y hasta 1 litro con

agua destilada.

11. Caracterizacion de plasmidos portadores de carbapenemasas y BLEE

Los plasmidos de las cepas que se consideraron mads interesantes desde el punto de vista
epidemioldgico se tiparon mediante PCR y digestion con enzimas de restriccion

(RFLP).

11.1. Tipificacion de plasmidos por PCR

Los pldsmidos portadores de los genes blacarbapenemasas S€ clasificaron en relacién a su
grupo de incompatibilidad (Inc) siguiendo el esquema establecido por Carattoli y cols.
[180]. Este esquema denominado PBRT (“PCR-based replicon typing”) se basa en la
identificacion mediante PCR de los replicones de los principales grupos de
incompatibilidad de los plasmidos maés relacionados con enterobacterias: FIA, FIB, FIC,
HI1, HI2, I1-Ig, L/M, N, P, W, T, A/C, K, B/O, X, Y, F, y FIIA. Los cebadores y
condiciones que se utilizaron para la amplificacion de los 18 replicones se muestran en

la Tabla 12.
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Tabla 12. Cebadores y condiciones de amplificacion de los 18 replicones descritos para
plasmidos de enterobacterias segun el esquema PBRT [180].

PCR Cebadores Secuencia (5°-3’) Amplicon Condiciones
HII-F GGAGCGATGGATTACTTCAGTAC
471 pb
HII-R TGCCGTTTCACCTCGTGAGTA P
PCR 1 ciclo de 5 min a 94°C; 30 ciclos
MULTIPLE HI2-F TTTCTCCTGAGTCACCTGTTAACAC oo de 1 min a 94°C, 30 seg a 60°C. y
HI2-R GGCTCACTACCGTTGTCATCCT P 1 min a 72°C; extension final de
AT CGAAAGCCGGACGGCAGAA 5 min a 72°C
I1-R TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT 139 pb
X-F AACCTTAGAGGCTATTTAAGTTGCTGAT
376 pb
X-R TGAGAGTCAATTTTTATCTCATGTTTTAGC P
1 ciclo de 5 min a 94°C; 30 ciclos
IF\’/IC§LTIPLE « L/M-F GGATGAAAACTATCAGCATCTGAAG - de 1 min a 94°C, 30 seg a 60°C, y
L/M-N L/M-R CTGCAGGGGCGATTCTTTAGG P ; min a772%°CC; extension final de
min a
N-F GTCTAACGAGCTTACCGAAG 559 0
N-R GTTTCAACTCTGCCAAGTTC P
FIA-F CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG 462 0b
p
FIA-R GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG
1 ciclo de 5 min a 94°C; 30 ciclos
&CI?LTIPLE FIB-F GGAGTTCTGACACACGATTTTICTG 020 de 1 min a 94°C, 30 seg a 60°C, y
p - o . iz .
FIA-FIB-W FIB-R CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT ; min d772%’CC7 extension final de
min a
W-F CCTAAGAACAACAAAGCCCCCG -
p
W-R GGTGCGCGGCATAGAACCGT
Y-F AATTCAAACAACACTGTGCAGCCTG 765 0b
Y-R GCGAGAATGGACGATTACAAAACTTT P T
PCR P-F CTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAA e 1. 30 son £ 60°C. o
MULTIPLE Y- 534 pb de L min a 94°C, 30 seg a 60°C, y
P-FIC P-R TCACGCGCCAGGGCGCAGCC ; min a 722CC; extension final de
70
FIC-F GTGAACTGGCAGATGAGGAAGG . mna
FIC-R TTCTCCTCGTCGCCAAACTAGAT P
A/C-F GAGAACCAAAGACAAAGACCTGGA 465 0b
A/C-R ACGACAAACCTGAATTGCCTCCTT P , . .
PCR 1 ciclo de 5 min a 94°C; 30 ciclos
MOLTIPLE T-F TTGGCCTGTTTGTGCCTAAACCAT 750 pb de l.min 294°C, 30 sega §0°C, y
AJC-T-FTAs TR CGTTGATTACACTTAGCTTTGGAC 1 min a 72°C; extension final de
. ina 72°C
FIIAs-F CTGTCGTAAGCTGATGGC - 5 mina
FIIAs-R CTCTGCCACAAACTTCAGC P
K-F GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC 1 ciclo de 5 min a 94°C; 30 ciclos
PCR SIMPLE 160 vb de 1 min a 94°C, 30 seg a 60°C,
K K-R TCTTTCACGAGCCCGCCAAA P g 15 min a 722"CC; extensién final
e 5 min a 72°
B/O-F GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC 1 ciclo de 5 min a 94°C; 30 ciclos
PCR SIMPLE 159 pb de 1 min a 94°C, 30 seg a 60°C,
B/O B/O-R TCTGCGTTCCGCCAAGTTCGA y 1 min a 72°C; extensi6n final
de 5 min a 72°C
F-F TGATCGTTTAAGGAATTTTG 1 ciclo de 5 min a 94°C; 30 ciclos
de 1 min a 94°C, 30 seg a 52°C
PCR SIMPLE F 270 pb . o L :
F-R GAAGATCAGTCACACCATCC P y 1 min a 72°C; extension final

de 5 min a 72°C
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La caracterizacion de los plasmidos IncL/M se llevé a cabo amplificando por PCR
3 genes conservados de la estructura del pldsmido, repA, traU y parA, que codifican
proteinas implicadas en la replicacion, transferencia y particion del plasmido,
respectivamente. Los cebadores y condiciones utilizados para cada gen se muestran en

la Tabla 13.

Los plasmidos asociados al grupo IncL/M fueron posteriormente diferenciados en
las familias IncL o IncM, basdndonos en una actualizacién del esquema PBRT (“PBRT

update”’[181]). Los cebadores y condiciones empleados se muestran en la Tabla 14.

Tabla 13. Cebadores y condiciones de amplificaciéon de genes conservados de la
estructura de plasmidos IncL/M [142].

PCR  Cebadores Secuencia (5°-3) Amplicon Condiciones
RepA-A GACATTGAGTCAGTAGAAGG
repA 900 pb
RepA-B CGTGCAGTTCGTCTTTCGGC 1 ciclo de 7 min a 94°C; 35 ciclos
rall TraU-A ATCTCACGCAATCTTACGTC 400 pb de 1 min a 94°C, 1 min a 56°C, y
TraU-B TCGCGTCATGCGTGATCTTC P 1 'min a 72°C; extension final de
ParA-A GCAGTGAAAACGTTGATCAG 10 min a 72°C
parA 500 pb
ParA-B GATCGCAATGCGTCTTGGTG

Tabla 14. Cebadores y condiciones de amplificacion de los grupos IncL e IncM [181].

PCR Cebadores Secuencia (5°-3’) Condiciones

oL (854 pb) o L-Fw CGGAACCGACATGTGCCTACT 1 ciclo de 5 min a 94°C: 30
L/M-Rv GAACTCCGGCGAAAGACCTTC ciclos de 1 min a 94°C, 30 seg a

IncM (738 pb) 60°C, y 1 min a 72°C; extension
M-Fw GGATGAAAACTATCAGATCTGAA final de 5 min a 72°C

11.2. Analisis del perfil plasmidico (RFLP)

La caracterizacion de los pldsmidos portadores de carbapenemasas incluyo el andlisis de
los patrones de restriccion obtenidos por digestion con distintas enzimas de restriccion:
Dral, Hpal, EcoRl, y Pstl (TaKaRa Biolnc, Shiga, Japén). Para este experimento se
utiliz6 el ADN plasmidico purificado en el apartado 9.2. Las condiciones de la digestion
enzimatica para un volumen final de 20 ul fueron las siguientes: 2-4 ul (30-40 U) de
enzima de digestion, 2 ul de tampén 10x de la enzima, 10 pul de ADN plasmidico y 4-6
ul de H,O ultrapura estéril. Las mezclas se incubaron a 37°C durante toda la noche. Al

dia siguiente se cargaron en un gel de agarosa al 0,8% y los fragmentos de ADN
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plasmidico se separaron por electroforesis de corriente continua a 100 V durante 4 h. El

gel se tind con GelRed y se fotografié con el equipo transiluminador.

12. Clonaje de genes de resistencia

La caracterizaciéon de las nuevas variantes de genes de resistencia detectadas en los
aislados recogidos durante este estudio, se realizé por experimentos de clonacién y

mutagénesis dirigida.

12.1. Clonacion de genes en vectores de expresion

La clonacion de genes en vectores de expresion se llevé a cabo con el kit Zero Blunt®

TOPO® PCR Cloning Kit, e incluy6 los siguientes pasos:

- Amplificacién de la nueva variante: se amplific6 por PCR y se purifico el gen a

estudiar siguiendo los procedimientos del apartado 4.2.2.

- Eliminacién de A del extremo 3’: la eliminacién de las colas de poliadenina (poli-A)

resultantes de la amplificacion se llevé a cabo con una T4 DNA Ligasa (Promega,
Madison, Wisconsin, EE.UU.). Esta enzima cataliza la unién covalente entre los grupos
5'-fosfato y 3'-hidroxilo de dos cadenas de ADN polinucleotidicas dejando extremos
romos. Se preparo un volumen final de 7 ul con 5 ul del producto amplificado, 1 pl de

T4 DNA Ligasay 1 ul de dNTPs. La mezcla se incubé a 4°C durante 18 h.

- Clonacién: se us6é como vector de expresion el plasmido pCR-BluntlI-TOPO (3519
pb) (Thermo Fisher Scientific Inc.) (Figura 19). Para cada reaccién de ligacion del
inserto al vector se prepard un tubo con 4 ul de producto de PCR, 1 ul del reactivo “Salt
solution” (proporcionado por el kit) y 1 ul de pldsmido, y se incubd 5 min a temperatura
ambiente. Las reacciones se incubaron en hielo hasta su transformacion. Se utilizé un
control positivo de la reaccién de clonacién (proporcionado por el kit) y un control

negativo (sin amplificado).

- Transformaciéon por choque térmico: se utilizaron células quimicas competentes

NEB® 5-alpha Competent E. coli (New England Biolabs, Inc.). Se afiadié 10-100 ng/ml

de ADN plasmidico a cada vial de 50 pl de células y se incub6 en hielo durante 30 min.
Posteriormente se incubaron a 42°C durante 30 seg (choque térmico) e inmediatamente
después se conservaron en hielo durante 2 min. A continuacién se afiadi6 a cada tubo

250 ml de medio de cultivo SOC (2 % de triptona, 0,5 % de extracto de levadura, 10
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mM de NaCl, 2,5 mM de KCI, 10 mM de MgCl,, 10 mM de MgSOs y 20 mM de
glucosa) precalentado a 37°C y se incubaron a 37°C con agitacion (225 rpm) durante
2 h. Para la seleccion de transformantes se plaquearon 200 pl de cada cultivo en placas
de LB agar suplementadas con kanamicina (50 pg/ml), ampicilina (30 pug/ml) e IPTG-
XGal (80 pg/ml) y se incubaron las placas a 37°C durante 24 h. Como control positivo
de transformacion se utilizé el plasmido pUC19 DNA (10 pg/ul), que se selecciond en
placas con ampicilina (30 pg/ml). Para los controles de clonacién se emplearon placas
de seleccion suplementadas con kanamicina (50 pg/ml) y IPTG-XGal (80 pg/ml). Las
placas de seleccién se suplementaron con IPTG-XGal para identificar las colonias de
bacterias transformadas que habian captado el vector de expresion con el inserto. El
vector pCR-BluntlI-TOPO utilizado para la clonacién (Figura 19) tiene el sitio de
insercion del gen a estudiar localizado entre el gen lacZa (codificador de la enzima
B-galactosidasa) y su promotor (Pj.). La B-galactosidasa, en presencia del inductor
IPTG (isopropil B-D-1-tiogalactopiranosido-IPTG), hidroliza el XGal (5-Bromo-4-
cloro-3-indolil B-D-galactopirandsido-X-Gal) en galactosa y 5-bromo-4-cloro-3-
hidroxindol (compuesto azul insoluble). Debido a este mecanismo, las colonias que
hayan transformado el vector sin el inserto, en presencia de IPTG-XGal expresaran la
-galactosidasa y crecerdn de color azul. Al contrario, las colonias que hayan captado el
vector con el inserto, no expresaran el gen lacZ y serdn de color blanco. La presencia de
los genes clonados en las células transformantes (colonias blancas) se confirmé por
PCR (procedimientos de los apartados 4.2.1 y 4.2.2) y se guardaron en glicerol 40% a -
70°C.

55?3_§_— A
Porgrasesisll  @elmansi(m
/
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3.5 kb

Figura 19. Mapa genético del vector de expresion pCR-BluntII-TOPO.
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12.2. Mutagénesis dirigida

La mutagénesis dirigida consiste en la incorporaciéon de un cambio nucleotidico
especifico en un determinado gen, con el fin de identificar qué efecto tiene la mutacion
sobre el fenotipo de dicho gen. Este experimento se llevé a cabo para estudiar el perfil
de sensibilidad a antibidticos de determinados genes de resistencia respecto a las nuevas
variantes génicas descritas durante este estudio. Para este experimento se utilizé el
vector de expresion pCR-Bluntll-TOPO del apartado anterior y el kit Q5® Site-
Directed Mutagenesis Kit (New England Biolabs, Inc). Se realizaron los siguientes

pasos:

- Extracciéon de ADN plasmidico: se purificé el ADN plasmidico de la cepa portadora

del gen de estudio con el kit QiAPrep Spin Miniprep Kit High-YieldProtocol (Qiagen).

- Disefio de oligos especificos: se utilizé la herramienta NEBasechanger para disefiar, a

partir del gen de estudio, cebadores especificos que incluian la mutacién nucleotidica

que queriamos introducir en el ADN plasmidico.

- Amplificacién de ADN plasmidico con la mutacién: la reaccion de amplificacién por

PCR se realizé empleando los reactivos del kit Q5® Site-Directed Mutagenesis y los
oligos disefiados en el apartado anterior. Se prepar6 una reaccién con un volumen final
de 25 pl con los siguientes componentes: 12,5 ul Q5 Hot Start High-Fidelity 2x Master
Mix, 1,25 pl de cada uno de los oligos, 1 ul de ADN purificado (1-25 ng/ul), y 9 ul de
H,0 libre de nucleasas. Las condiciones de amplificacién fueron las siguientes: 1 ciclo
de 30 seg a 98°C; 25 ciclos de 10 seg a 98°C, 30 min a 72°C y 2 min a 72°C; y una

extension final de 2 min a 72°C.

- Reaccién KLD: el producto amplificado se incubd con la mezcla de enzimas KLD

(Kinase-Ligase-Dpnl) proporcionada por el kit. Se preparé un volumen final de 10 pl
con 1 ul de producto de PCR, 1 ul de enzima KLD, 5 pl de tamp6n de la enzima y 3 ul
de H,0 libre de nucleasas, y se incubd durante 5 min a temperatura ambiente. La mezcla
KLD incorpora una kinasa que afiade grupos 5'-fosfato en los extremos de las cadenas
de ADN, una ligasa que establece uniones covalentes entre los grupos 5'-fosfato y
3'-hidroxilo de las dos hebras de ADN, y una enzima Dpnl, que degrada el ADN
metilado. La digestiéon con KLD permite una rdpida circularizaciéon del producto de

PCR (no metilado) y la eliminacién del ADN molde (metilado).
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- Transformacién por choque térmico: el pldsmido con la mutacién se transformé de

nuevo en células quimicas competentes E. coli 5-alpha (New England Biolabs, Inc.)
siguiendo el mismo procedimiento que en el apartado 12.1. Los transformantes con el

gen mutado se confirmaron por PCR y secuenciacion (procedimientos 7.1 'y 7.2).

13. Estudio del efecto de la resistencia sobre coste biologico

El crecimiento bacteriano hace referencia al aumento del nimero de células de una
especie microbiana a lo largo del tiempo en un medio de cultivo provisto de nutrientes y
bajo las condiciones de temperatura, pH y concentracion de gases requeridos por la

bacteria.

Log (N2 de células viables)
o

Tiempo de cultivo

Figura 20. Curva de crecimiento bacteriano (A=fase de latencia, B=fase exponencial;
C=fase estacionaria y D=fase de muerte).

La curva del crecimiento bacteriano (Figura 20) es la representacion grafica del
nimero de células viables por mililitro que existen en un medio de cultivo liquido
inoculado por un cultivo crecido previamente hasta la saturacién. Esta curva tiene 4
fases:

1) Fase de latencia o periodo de adaptacion en el que las células se adaptan a las

condiciones de crecimiento y no se dividen.

2) Fase exponencial o fase logaritmica en el que la actividad metabdlica es maxima,

las células empiezan a dividirse de forma constante y el nimero de nuevas bacterias

que aparecen por unidad de tiempo es proporcional a la poblacién actual.

3) Fase estacionaria , en la que la tasa de crecimiento disminuye como consecuencia

del agotamiento de nutrientes y la acumulacién de productos téxicos.
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4) Fase de muerte o de declinacion, en la que las bacterias se quedan sin nutrientes y

mueren.

La persistencia de las bacterias resistentes y su viabilidad frente a otras bacterias
estd condicionada por la ausencia de un coste bioldgico (“fitness”) asociado a la
presencia de dichos determinantes genéticos de resistencia. Las curvas de crecimiento
permiten conocer la tasa de crecimiento y la densidad mdxima que alcanzan las
bacterias ante unas condiciones determinadas, de manera que se puede estimar su coste

bioldgico.

El objetivo de este experimento fue estudiar la estabilidad de los pldsmidos
portadores de carbapenemasas en determinados clones e inferir su efecto real sobre el
fitness bacteriano. Para ello se calcularon y compararon las tasas de crecimiento relativo
de las cepas salvajes con pldsmidos portadores de carbapenemasas (“wildtypes”), las
células transconjugantes/transformantes obtenidas en los apartados 9.1 y 9.2, y las

células curadas (sin plasmido).

13.1. Estudio de la estabilidad de los plasmidos

Los procedimientos empleados para inducir la pérdida o curacién de los pldsmidos
portadores de carbapenemasas en las bacterias de este estudio se describen a

continuacion:

- Temperatura de crecimiento elevada: se realizaron cultivos sucesivos de 16 colonias

diferentes (16 linajes) de cada una de las cepas en placas de LB agar sin antibidtico
incubadas a 42°C durante 18 h. Tras 7 dias, colonias aisladas de cada uno de los linajes
fueron reestriadas por duplicado en placas LB agar con y sin antibidtico (ertapenem
0,5 pg/ml). El mismo procedimiento se realizé en paralelo a 37°C. La pérdida del
plasmido se confirma con aquellas colonias que crecen en la placa sin antibidtico pero

que no lo hacen en la placa correspondiente con antibidtico.

- Electroporacién sin ADN: la electroporacién consiste en aplicar un campo eléctrico a

las células con el fin de aumentar la permeabilidad de su membrana, de manera que se
pueda introducir material genético (ADN plasmidico) en su interior. Sin embargo,
durante este ensayo se aplicé a las células un choque eléctrico con el fin de generar
poros en la membrana que permitieran la salida al exterior del ADN plasmidico. La

preparacion de las células electrocompetentes a partir de las células con plasmido y la

87



electroporacion sin ADN se realiz6 siguiendo los mismos procedimientos que en el

apartado 9.3.

13.2. Cinética de crecimiento bacteriano

El crecimiento bacteriano se determind por cuantificacion de la densidad 6ptica (DO)
empleando el sistema Bioscreen C Analyzer (OyGrowth Curves Ab. Ltd.). Para estos
ensayos se hicieron 4 réplicas bioldgicas y 2 réplicas técnicas de cada una de las cepas.
Se inocularon 4 cultivos de 1 ml de LB caldo con 4 colonias diferentes de cada cepa
(réplicas bioldgicas) y se incubaron de 12-16 h a 37°C con agitacion. Posteriormente se
prepararon diluciones 1:1000 (1ul de cultivo en 999 ul de medio LB caldo) y se
dispensaron 300 ul de cada cultivo diluido en dos pocillos de una placa de bioscreen de
96 pocillos (réplicas técnicas). Al menos dos pocillos por placa se sembraron con medio
de cultivo sin bacteria (control negativo). Como microorganismo de referencia se
incluy6 en cada placa la cepa E. coli J53 Azide®. Las condiciones de medicion del
equipo Bioscreen C Analyzer fueron las siguientes: incubacion a 37°C durante 16 h con
agitacion continua, con un intervalo de medicién de 4 min, y una longitud de onda del
filtro de 600 nm. Las tasas de crecimiento relativo se calcularon dividiendo la tasa de
crecimiento de la cepa correspondiente por la tasa de crecimiento promedio de la cepa

wildtype del mismo experimento.

14. Secuenciacion del genoma completo

Tras la caracterizacion de los genes de resistencia de todas las cepas de este estudio, se
procedié a la purificacion y secuenciacion del genoma completo (WGS, del inglés

“Whole Genome Sequencing”) de aquellos clones que se consideraron de mayor interés.

14.1. Extraccion de ADN genémico

La extraccion de ADN gendémico se llevo a cabo con el Kit de Purificaciéon de ADN
Genémico Wizard® (Promega), siguiendo las indicaciones del fabricante. Para ello se
parti6 de cultivos de LB caldo de 3ml crecidos durante 18 h en presencia de ertapenem
(0,5 pg/ml). La adecuada purificaciéon del genoma se confirmé mediante PCR y
electroforesis en corriente continua (apartados 4.2.1 y 4.2.2), y medicién de la
concentracion de ADN con los equipos NanoDrop™ 1000 y Qubit™ Fluorometer

(ThermoScientific, Waltham, MA, USA).
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14.2. Secuenciacion masiva

La secuenciacién completa del genoma (WGS) se realizé utilizando la plataforma

Genome Analyzer IIx Illumina HiSeq-2500 (Illumina, San Diego, CA).

14.3. Analisis bioinformatico

El ensamblaje de los genomas se realiz6 con el programa SPAdes (v.3.5.0) [182] y su

calidad se evalu6 mediante la herramienta QUAST [183].

La presencia de genes de resistencia a antibidticos y diversidad de plasmidos se
estudi6 utilizando bases de datos de genes y herramientas gendmicas in silico (ARG-
ANNOT y PlasmidFinder, respectivamente). El contenido plasmidico se analizé con la
herramienta PLACNET (PlasmidConstellation Network-PLACNET) [184] en
combinacion con plasmidSPAdes (v.3.5.0) [185]. Los contigs resultantes se anotaron
con la herramienta Prokka (v1.12) y sus funciones génicas se clasificaron de acuerdo
con la base de datos de grupos ortélogos de proteinas (COG)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/). La comparacién de las secuencias de los genomas

con secuencias conocidas de la base de datos NCBI se realizé empleando las

herramientas BLASTN y BLASTP.

Para inferir la filogenia, se obtuvo el genoma comun (“core genome”) de las cepas
disponibles en la base de datos de NCBI (incluidos nuestros aislados). La deteccién de
variantes (“‘variant calling”) y el alineamiento de polimorfismos de un solo nucle6tido
(SNPs, “Single nucleotide polymorphisms”) se realizé utilizando la herramienta Snippy

v3.1 (https://github.com/tseemann/snippy). Para generar un 4arbol de méxima

verosimilitud se utilizé el software 1Q-tree, seleccionando la opciéon de deteccion
automdtica para emplear el mejor modelo evolutivo [186]. El trazado del arbol se

realizé mediante la aplicaciéon iTOL [187].

15. Analisis estadistico

Las diferencias observadas en las tasas de incidencia acumulada de EPC a lo largo del
estudio se evaluaron con una regresion de Poisson elaborada mediante el software
STATA (Stata Statistical Software: Release 11. College Station, TX: Stata Corp LP).
Los andlisis estadisticos restantes se realizaron empleando el software RStudio

(RStudio, Boston, MA, http://www.rstudio.com/). Las diferencias entre las prevalencias
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y las frecuencias de determinados clones entre los diferentes servicios y periodos se
analizaron aplicando la prueba y? de Pearson y el test exacto de Fisher, respectivamente.
La comparacion de medianas de los datos cuantitativos se realizd apropiadamente
mediante las pruebas T Student y U de Mann-Whitney. La significacién estadistica
entre los distintos indices de diversidad (SDI) y las diferentes tasas de crecimiento
relativo se estimé mediante la prueba T Student pareada. En todos los casos el valor

p<0,05 se consider6 estadisticamente significativo.
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“Un viaje de mil millas comienza con un solo paso”

Lao Tse
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Capitulo 1

Estudio R-GNOSIS: Epidemiologia y estudio microbioldgico de

enterobacterias productoras de carbapenemasas.

En este Capitulo se estudia la epidemiologia y la diversidad de especies de
enterobacterias productoras de carbapenemasas (EPC) y enterobacterias productoras de
BLEE (E-BLEE) aisladas en el Hospital Universitario Ramén y Cajal durante el
proyecto R-GNOSIS. También se caracterizaron los genes de resistencia de la poblacion
de EPC, asi como sus perfiles de sensibilidad antibiética y los cambios en la diversidad

clonal a lo largo del tiempo de estudio.
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1. Epidemiologia de las EPC y E-BLEE durante el proyecto R-GNOSIS

1.1. Incidencia de pacientes colonizados por EPC y E-BLEE

Durante el estudio R-GNOSIS (marzo de 2014 a marzo de 2016), se recogieron un total
de 15.556 torundas rectales pertenecientes a 8.209 pacientes ingresados en dos unidades
médicas (G=Gastroenterologia y P=Neumologia) y dos unidades quirdrgicas
(N=Neurocirugia y U=Urologia) del Hospital Universitario Ramén y Cajal. Durante
este periodo se detectaron 198 EPC (no duplicados) procedentes de 162 pacientes (2%;
IC 95% 1,7%-2,3%) y 730 aislados productores de BLEE (no duplicados)
pertenecientes a 687 pacientes (8,4%; IC 95% 7,8%-9%). El 15,3% (105/687) de los
pacientes colonizados por E-BLEE estuvieron simultdneamente colonizados por EPC.

En el apartado 1.3 se detallan las especies bacterianas con carbapenemasas y BLEE.

El rango de edad de los pacientes colonizados con EPC fue de 26 a 98 afios, siendo
la mediana de edad del grupo igual a 74 anos. No se encontraron diferencias
significativas en la edad de los pacientes entre los distintos servicios. El 60% (98/162)

de los pacientes colonizados con EPC eran hombres.

El 17,3% (28/162) de los pacientes colonizados por EPC desarrollaron una
infeccion causada por el mismo microorganismo. Las infecciones mas frecuentes fueron
las del tracto urinario (ITU) (78,6%; 22/28), seguidas de bacteriemias (10,7%; 3/28),
infecciones respiratorias (10,7%; 3/28) e infecciones de heridas quirdrgicas
(7,14%; 2/ 28). En dos pacientes las EPC fueron causantes de meningitis postquirdrgica
(3,57%; 1/28) e infeccion protésica (3,57%; 1/28). K. pneumoniae fue el
microorganismo aislado en la mayor parte de las muestras clinicas (85,7%; 24/28)
(Figura 21). Las especies E. cloacae (10,7%; 3/28) y K. oxytoca (3,6%; 1/28) se
detectaron causando ITU, mientras que E. coli (3,6%; 1/28) se aislé en una herida

quirurgica junto a K. pneumoniae.

En general, la mediana de dias de ingreso (LOS, “Length of stay”) de los
pacientes colonizados por EPC fue de 15,5 dias (rango 1-215 dias), aunque observamos
diferencias entre las unidades médicas (12,5 dias, rango 1-161 dias) y las quirdrgicas
(25,5 dias, rango 1-215 dias) (p<0,01). Al analizar los datos de los cuatro servicios

participantes, observamos que los ingresos en la unidad de Neurocirugia fueron mas
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largos que en el resto de servicios [Gros= 16 dias (1-131); Pros= 11 dias (1-161);
Ny os=65 dias (6-215); y Uy ps=14 dias (1-105)] (p<0,01).

a) b)
EPC casuantes de infeccion K. pneumoniae productoras

de carbapenemasa

‘1
',

K pneumoniae E. cloacae =[TU ERAS LCR

B K. oxyioca B coli B Bactcricmia ¥ Heridas quirirgicas Protesis

Figura 21. a) EPC causantes de infeccién entre los pacientes colonizados del estudio
R-GNOSIS; b) muestras clinicas con aislamiento de K. pneumoniae productora de
carbapenamasa.  (ITU=Infecciéon del tracto wurinario; BAS=Broncoaspirado;
LCR= Liquido cefalorraquideo).

En un total de 43 pacientes (26,6%; 43/162) la colonizacién por EPC se detect6 al
ingreso (0,5%, 43/8209). La revision de las historias clinicas mostré que 37 de estos
pacientes (22,8%; 37/162) habian tenido ingresos previos en nuestro centro durante el
afio anterior y ademds en 2 de los casos se pudo constatar que la colonizacién ocurrié
durante dichas hospitalizaciones. Finalmente, los 6 pacientes restantes colonizados al
ingreso (3,7%; 6/162) eran enfermos crénicos derivados de otros hospitales o

institucionalizados en centros de cuidados sanitarios.

Por otro lado, en 91 pacientes (56,2%, 91/162) el cultivo recogido al ingreso fue
negativo y la colonizacion con EPC se detecté durante ese mismo ingreso en posteriores
muestras (1,1%, 91/8.209). Para este grupo de pacientes, la mediana de dias de ingreso
(LOS) fue 27 dias (rango 3-170 dias) y también se demostraron diferencias entre los
servicios médicos (21 dias, rango 3-135 dias) y quirtrgicos (49 dias, rango 4-170 dias)
(p<0,01). De nuevo, se observo que los ingresos en el servicio de Neurocirugia eran mas
prolongados que en el resto de las unidades [Gros= 26,5 dias (3-131); Pros= 13 dias
(4-135); Npos=65,5 dias (8-170); y Uros=18 dias (4-105)] (p<0,01). En estos pacientes,
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la mediana de dias de ingreso transcurridos hasta la deteccién de la colonizacién por
EPC (LOS-1) fue de 18 dias (rango 1-130 dias), encontrdndose de nuevo diferencias
entre los servicios médicos (14 dias, rango 6-129 dias) y quirtrgicos (29 dias, rango
1-130 dias) (p<0,05). Las pruebas estadisticas demostraron de nuevo diferencias
significativas entre la unidad de Neurocirugia y los restantes servicios [Gros.1=16 dias
(6-48); PrLos.1=11 dias (7-129); Nros.1=39,5 dias (10-130); y Uros.1=15 dias (2-56)]
(p<0,01).

En 28 pacientes no se recogié torunda al ingreso, pero se observé crecimiento con
EPC en el primer cultivo semanal recogido. De estos pacientes, 23 habian tenido
ingresos previos en nuestro hospital y en 6 de los casos se confirm¢ la deteccion de EPC

durante dicha hospitalizacion.

Por otro lado, en 91 pacientes se recogié una torunda al alta, y en 81 de ellos se
confirmo la colonizacién con CPE, mientras que en 10 pacientes el cultivo fue negativo

(11%, 10/91).

Considerando el total de pacientes, el porcentaje de colonizados con EPC
permanecié practicamente invariable a lo largo del tiempo. Asimismo, mediante una
regresion de Poisson se confirmé que la variaciéon mensual en la incidencia de EPC a lo
largo del estudio en los cuatro servicios no fue significativa (p=0,41; IRR=0,01; IC 95%

0,98-1,02).

A pesar de que el proyecto R-GNOSIS establecié dos periodos de estudio (periodo
1 y 2), con el objetivo de analizar y comparar de manera secuencial los datos recogidos
se definieron 4 semestres como series temporales [semestre 1 (S1)= marzo 2014-agosto
2014; semestre 2 (S2)= septiembre 2014-marzo 2015; semestre 3 (S3)= abril 2015-
septiembre 2015; y semestre 4 (S4)= octubre 2015-marzo 2016]. El mes de marzo del
afio 2015, periodo de lavado del estudio entre los periodos 1 y 2, se incluyd en el
semestre 2. El nimero total de aislados EPC y E-BLEE recogidos durante el estudio, y
la incidencia y nimero de pacientes colonizados que se detectaron en cada tipo de
unidad hospitalaria y en cada uno de los servicios se muestra por semestres en la
Tabla 15. Los porcentajes de incidencia de pacientes colonizados por EPC de cada

semestre se representan en la Figura 22.
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Tabla 15. Distribucion semestral de los casos de colonizacién con EPC y E-BLEE durante el
estudio R-GNOSIS.

E-BLEE
- 2 5
e g 23 e & 2 B
9 7 @ = = = o =)
= s A=s S 5 B~ ©
5) ) o 2| ] g @ (o)
n 7 zZ = < A =T H
Gastroenterologia S1 550 17 14 2,5% 1,32 54 50 9,1% 2,40
S2 615 13 12 2,0% 1,09 71 67 109% 2,46
S3 408 10 8 2,0% 1,35 58 51 125% 3,21
S4 591 8 7 1,2% 0,87 53 51 8,6% 2,26
TOTAL 2164 48 41 1,9% 0,57 236 219 10,1% 1,27
Neumologia S1 469 13 12 2,6% 1,43 51 50 10,7% 2,79
S2 697 24 14 2,0% 1,04 46 42 6,0% 1,77
S3 480 16 13 2,7% 1,45 58 56 11,7% 2,87
S4 527 15 14 2,7% 1,37 28 26 4,9% 1,85
TOTAL 2173 68 53 2,4% 0,65 183 174 8,0% 1,14
Total SM S1 1019 30 26 2,6% 1,0 105 100 9,8% 1,83
S2 1312 37 26 2,0% 0,8 117 109 8,3% 1,49
S3 888 26 21 2,4% 1,0 116 107 12,0% 2,14
S4 1118 23 21 1,9% 0,8 81 77 6,9% 1,48
TOTAL 4337 116 94 2,2% 0,4 419 393 9,1% 0,85
Neurocirugia S1 217 7 7 3.2% 2,35 19 18 8.3% 3,67
S2 239 7 5 2,1% 1,81 21 21 8,8% 3,59
S3 245 4 4 1,6% 1,59 21 19 7,8% 3,35
S4 211 24 18 8,5% 3,77 18 18 8,5% 3,77
TOTAL 912 42 34 3,7% 1,23 79 76 8,3% 1,79
Urologia S1 729 6 5 0,7% 0,60 65 62 8,5% 2,02
S2 821 11 10 1,2% 0,75 60 58 7,1% 1,75
S3 664 18 15 2,3% 1,13 67 58 8,7% 2,15
S4 746 5 4 0,5% 0,52 40 40 5.4% 1,62
TOTAL 2960 40 34 1,1% 0,38 232 218 7,4% 0,94
Total SQ S1 946 13 12 1,3% 0,7 84 80 8,5% 1,77
S2 1060 18 15 1,4% 0,7 81 79 7,5% 1,58
S3 909 22 19 2,1% 0,9 88 77 8,5% 1,81
S4 957 29 22 2,3% 0,9 58 58 6,1% 1,51
TOTAL 3872 82 68 1,8% 0,4 311 294 7,6 % 0,83
TOTAL S1 1965 43 38 1,9% 0,6 189 180 9,2% 1,28
S2 2372 55 41 1,7% 0,5 198 188 7,9% 1,09
S3 1797 48 40 2,2% 0,7 204 184 10,2% 1,40
S4 2075 52 43 0,2% 0,6 139 135 0,7% 0,35
TOTAL 8209 198 162 2,0% 0,3 730 687 8,4% 0,60

'Semestres= S1 (marzo 2014-agosto 2014), S2 (septiembre 2014-marzo 2015), S3 (abril 2015-septiembre 2015)
y S4 (octubre 2015-marzo 2016)
SM=Servicios médicos (Gastroenterologia+Neumologia); SQ= Servicios quirtirgicos (Neurocirugia+Urologia).
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Figura 22. Incidencia semestral de EPC durante el estudio R-GNOSIS.

a) Incidencia de EPC por semestres.
b) Incidencia de EPC por tipo de servicio.
¢) Incidencia de EPC en cada servicio.

1.2. Incidencia de EPC y E-BLEE con y sin precauciones de contacto

Como se ha descrito en el apartado de material y métodos, durante el proyecto
R-GNOSIS se definieron dos periodos de intervencidn, periodo 1 (Pl=marzo 2014-

febrero 2015) y periodo 2 (P2=abril 2015-marzo 2016), en los cuales se implementd
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alternativamente en los servicios médicos y quirdrgicos la estrategia de aislamiento de
contacto para portadores de E-BLEE. Debemos destacar que en todos los casos de
colonizacion y/o infecciéon con EPC se llevaron a cabo las medidas de control y
prevencion de la infeccién que indica las recomendaciones de la CM [167]. En el
andlisis que se detalla a continuacion se incluyen los casos nuevos de colonizacién con

EPC detectados durante el periodo de lavado (marzo 2015) como parte del periodo 1.

Durante el primer periodo, entre el total de pacientes muestreados se detectd un
1,8% (79/4.337) de colonizacién con EPC. En el segundo periodo se observé un
aumento no significativo de esta cifra, alcanzando un 2,1% (83/3.872). Por otro lado, el
porcentaje de portadores fecales de BLEE disminuy6 entre el primer periodo [8,5%
(368/4.337)] y el segundo [8,2% (319/3.872)], aunque de nuevo esta diferencia no fue
estadisticamente significativa. Los porcentajes de incidencia se recogen en la Tabla 16

y se representan en la Figura 23a.

Por otra parte, al analizar los datos de incidencia en los distintos servicios en cada
periodo de estudio, se encontraron diferencias significativas (Figura 23b y Tabla 16).
Durante el primer periodo de intervencidn, las medidas de aislamiento de contacto de
portadores de E-BLEE se implementaron en los servicios quirtirgicos. Durante este
periodo, la tasa de colonizacién por EPC fue mayor en las unidades médicas (2,2%;
52/2.331) que en las unidades quirdrgicas (1,3%; 27/2.006) (p<0,05). Durante el mismo
periodo, la tasa de portadores de E-BLEE fue también superior en las unidades médicas
(9%; 209/2.331) respecto a las quirtrgicas (7,9%; 159/2.006). En el segundo periodo, la
estrategia de intervencion se invirtié y las medidas de aislamiento de portadores de
E-BLEE se aplicaron en las unidades médicas. Durante esta segunda parte del estudio,
se observé una incidencia similar de portadores de EPC en los servicios médicos (2,1%,
42/2006) y quirurgicos (2,2%, 41/1866), mientras que se registrd de nuevo una mayor
incidencia de pacientes colonizados por E-BLEE en las unidades médicas (9,2%;

184/2006) que en las quirdrgicas (7,2%; 135/1866) (p<0,01).

Si comparamos estos mismos datos de incidencia de EPC y E-BLEE a lo largo del
tiempo en cada tipo de unidad encontramos también variaciones significativas. En los
servicios quirtrgicos, a pesar de la retirada de las medidas de aislamiento de contacto,
durante el segundo periodo se registré una disminucion en la tasa de portadores de

E-BLEE (7,9%-7,2%), y un aumento de pacientes colonizados por EPC (1,3%-2,2%)
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(p<0,05). Por el contrario, en los servicios médicos, durante la aplicacién de la

estrategia de aislamiento de contacto en el segundo periodo, se observd un aumento

poco relevante de colonizacién por E-BLEE (9%-9,2%) y una disminucién en la

incidencia de EPC (2,2%-2,1%).
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Figura 23. Incidencia de EPC y E-BLEE durante el estudio R-GNOSIS.
a) Incidencia total y prevalencia por periodos.

b) Incidencia por tipo de servicio hospitalario.

¢) Incidencia por servicios hospitalarios.

P1=Periodo 1; P2= Periodo 2.
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Tabla 16. Distribucién de casos de colonizacién con EPC y E-BLEE durante el estudio R-GNOSIS por servicios y periodos.

Servicios Periodo' .Estrategi:jl’dg Tot.al de . ,E-BLEE +IC
intervencion pacientes Aislados Pacientes % 959

TOTAL 8209 198 162 2,0% 0,30 730 687 8,4% 0,60
SM P1 PE 2331 67 52 22% 0,60 222 209 9,0% 1,16

SQ P1 AC+PE 2006 31 27 1,3% 0,50 165 159 7,9% 1,18
TOTAL P1 4337 98 79 1,8% 0,40 387 368 8,5% 0,83
SM P2 AC+PE 2006 49 42 2,1% 0,63 197 184 9,2% 1,26

SQ P2 PE 1866 51 41 22% 0,67 146 135 7,2% 1,18
TOTAL P2 3872 100 83 2,1% 0,46 343 319 8,2% 0,87
P1 EP 1165 30 26 22% 0,85 125 117 10,0% 1,73

Gastroenterologia P2 EP+AC 999 18 15 1,5% 0,75 111 102 10,2% 1,88
Total 2164 48 41 19% 0,57 236 219 10,1% 1,27

P1 EP 1166 37 26 22% 0,85 97 92 7,9% 1,55

Neumologia P2 EP+AC 1007 31 27 2,7% 1,0 86 82 8,1% 1,69
Total 2173 68 53 24% 0,65 183 174 8,0% 1,14

SM TOTAL 4337 116 94 22% 043 419 393 9,1% 0,85

P1 EP+AC 456 14 12 2,6% 1,47 40 39 8,6% 2,57

Neurocirugia P2 EP 456 28 22 48% 1,97 39 37 8,1% 2,51
Total 912 42 34 37% 1,23 79 76 8,3% 1,79

P1 EP+AC 1550 17 15 1,0% 0,49 125 120 7,7% 1,33

Urologia P2 EP 1410 23 19 1,3% 0,60 107 98 7,0% 1,33
Total 2960 40 34 1,1% 0,38 232 218 7,4 % 0,94

SQ TOTAL 3872 82 68 1.8% 041 311 294 7,6 % 0,83

'"Periodo= P1 (marzo 2014-marzo 2015) y P2 (abril 2015-marzo 2016).
*Estrategia de intervencién s6lo para portadores de BLEE.

1C(95%)= Intervalos de confianza del 95%; SM= Servicios médicos; SQ= Servicios quirirgicos; PE= Precauciones estindar; AC= Aislamiento de contacto.
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Resultados

Si analizamos la prevalencia de portadores de EPC y E-BLEE de cada uno de los
servicios a lo largo del tiempo (Figura 23c y Tabla 16), observamos de nuevo que, en
general, en todos los servicios, excepto Gastroenterologia, la incidencia de portadores
de EPC aumenté en el segundo periodo [Gastroenterologia (P1=2,2%; P2=1,5%),
Neumologia (P1=2,2%; P2=2,7%), Neurocirugia (P1=2,6%; P2=4,8%), y Urologia
(P1=1%; P2=1,3%)]. Hay que resaltar que, a pesar de la implementacién de la estrategia
de aislamiento de contacto durante el segundo periodo en los servicios médicos, el
porcentaje de portadores de E-BLEE aument6 ligeramente en dichas unidades durante la
ultima parte del estudio [Gastroenterologia (P1=10%; P2=10,2%), Neumologia
(P1=7,9%; P2=8,1%)] y disminuyé en las quirtdrgicas [Neurocirugia (P1=8,6%;
P2=8,1%), Urologia (P1=7,7%; P2=7%)].

1.3. Diversidad y distribucion de especies bacterianas

Durante el estudio R-GNOSIS se recogieron en nuestro hospital 198 EPC y 730
E-BLEE (no duplicadas por pacientes). La informacién sobre la aparicion y distribucion
de aislados EPC y E-BLEE entre los distintos servicios participantes se muestra

organizada por semestres y periodos en las Tablas 17 y 18, respectivamente.

Durante todo el estudio y en todos los servicios, la especie productora de
carbapenemasa mas frecuente fue K. pneumoniae (53,5%; 106/198), seguido de E. coli
(19,2%; 38/198) y E. cloacae complex (11,1%; 22/198). Ocasionalmente y
mayoritariamente durante la primera parte del estudio se detectaron también otras
especies de EPC: Citrobacter freundii (4,5%; 9/198), K. oxytoca (4% 8/198), Klebsiella
aerogenes (3%; 6/198), Kluyvera spp. (3%; 6/198), Citrobacter koseri (0,5%; 1/198),
Raoultella ornithinolytica (0,5%; 1/198) y Raoultella planticola (0,5%; 1/198).

Por otro lado, el microorganismo productor de BLEE mdés frecuente en los
cuatro servicios durante todo el estudio fue E. coli (78,5%; 573/730), seguido de
K. pneumoniae (17%; 124/730). Se detectaron también esporddicamente otras especies
portadoras de BLEE distribuidas a lo largo del tiempo en las diferentes unidades:
12 E. cloacae complex, 11 C. freundii, 4 K. oxytoca, 3 Enterobacter kobei, 2 C. koseri'y

1 K. aerogenes.
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Tabla 17. Distribucién y diversidad (SDI) semestral y por periodos de especies
bacterianas portadoras de carbapenemasa (EPC) durante el estudio R-GNOSIS.

2 £ -
5 Z =
> =
g S Ky Ec Ecl Ker Ek Cf Ck Ko Ka Ro Rp S B
5 5 4 J P =z
S1 4 6 5 - - - 1 - 1 - - 17 0,77
2 6 1 3 1 - - - 1 1 - - 13 07
Gastroenterologia
3 4 1 - - 1 - 1 - - - 10 0.8
s4 5 e
Total 18 14 9 1 - 1 1 2 2 - - 48 0,74
S1 4 3 - - 2 - - 1 1 - 13 0,86
Neumologia S2 10 5 1 1 - 3 - 3 1 - - 24 0,78
S3 11 2 2 - - 1 - - - - - 16 0,52
S4 9 3 1 - - 1 - - - - 1 15 0,63
Total 34 12 7 1 - 7 - 3 2 1 1 68 0,7
S1 6 1 - - - - - - - - - 7 0,29
Neurocirugia 523 21 ) - b ) ) 7 081
3 3 - 1 - - - .. ... 4 05
S4 22 2 - - - - - - - - - 24 0,16
Total 34 5§ 2 - - - - 1 - - - 42 0,34
st 3 2 - - - - - 1 - - 6 01
Urologia S2 4 - 2 2 - 1 - 2 - - - 11 0,84
S3 11 3 1 2 - - - - 1 - - 18 0,61
S4 2 2 1 - - - - . . . . 5 08
Total 20 7 4 4 - 1 - 2 2 - - 40 0,71
Total S1 17 11 8 - - 2 1 - 3 1 - 43 0,73
Total S2 23 8 7 4 - 4 - 7 2 - - 55 0,77
Total S3 28 9 5 2 - 2 - 1 - - 48 0,62
Total S4 38 10 2 - - 1 - - - - 1 52 0,43
Gastroenterologia P1 10 7 8 1 - - °r 2 - - 30 077
P2 8 7 1 - - 1 - 1 - - - 18 0,68
Neumologia P1 14 4 1 - 5 - 3 2 1 - 37 0,77
P2 20 5 3 - - 2 - - - - 1 31 0,56
SM P1 24 14 12 2 - 5 1 4 4 1 - 67 0,79
P2 28 12 4 - - 3 - 1 - - 1 49 06l
Neurocirugia Pt 9 3 1 - - - - b - - - 14 057
P2 25 2 1 - - - - o . . . 28 02
Urologia P1 7 2 2 2 - 1 - 2 1 - - 17 0,76
P2 13 5 2 2 - - - - 1 - - 23 064
SQ P1 16 5 3 2 - 1 - 3 1 - - 31 0,71
P2 38 7 3 2 - - - - 1 - - 51 043
Total P1 40 19 15 4 - 6 1 7 5 1 - 98 0,77
Total P2 6 19 7 2 - 3 - 1 1 - 1 100 054
TOTAL 106 38 22 6 - 9 1 8 6 1 1 198 0,66

————————————————————————————————————————————————
Kp=K. pneumoniae, Ec=E. coli, Ecl=E. cloacae complex, Kaer=K. aerogenes, Ek= E. kobei; Cf=C. freundii,
Ck=C. koseri, Kox=K. oxytoca, Ka=Kluyvera spp., Ro=R. ornithinolytica, Rp=R. planticola.
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Resultados

Tabla 18. Distribucion y diversidad (SDI) semestral y por periodos de especies
bacterianas portadoras de BLEE durante el estudio R-GNOSIS.

2 £ =
3 2 <
: S =
R v Kp Ec Ecl Kaer Ek Cf Ck Ko Ka Ro Rp = 7
S1 8 44 - - - 1 - 1 - - - 54 0,32
; S2 17 54 - - - - - - - - - 71 0,37
Gastroenterologia
S3 18 37 2 - 1 - - - - - - 58 046
S4 12 41 - - - - - - - - - 53 0,36
Total 55 176 2 - 1 1 - 1 - - - 236 0,39
S1 3 43 4 - - 1 - - - - - 51 0,28
Neumologia S2 9 35 - - - 1 - - - - 46 0,39
S3 6 49 - - 1 2 - - - - - 58 0,28
S4 5 21 1 - - - - 1 - - - 28 042
Total 23 148 5 - 1 4 - 2 - - - 183 0,33
S1 4 13 - - - 1 1 - - - - 19 0,51
L S$2 6 14 - - -1 - - - - - 21 049
Neurocirugia 3 4 15 ) ) ) ) ) ) ) ) ) 21 047
S4 4 12 1 - - - - 1 - - - 18 0,53
Total 18 54 1 - - 4 1 1 - - - 79 0,44
S1 6 59 - - - 1 - - - - - 66 0,19
Urologia S2 9 49 - 1 - - - - - - - 59 0,29
S3 10 51 3 - 1 1 1 - - - - 67 04
S4 3 36 1 - - - - - - - - 40 0,19
Total 28 195 4 1 1 2 1 - - - - 232 0,28
Total S1 21 159 4 - - 4 1 1 - - - 190 0,29
Total S2 41 152 - 1 -2 - 1 - - - 197 036
Total S3 38 152 5 - 3 5 1 - - - - 204 041
Total S4 24 110 3 - - - - 2 - - - 139 034
Gastroenterologia P1 25 98 - - - -1 - - - 125 .35
P2 30 78 2 - 1 - - - - - - 111 044
Neumologia p1 12 78 4 - -2 -1 - - - 97 034
p2 11 70 1 - 1 2 - 1 - - - 8 033
SM P1 37 176 4 - - 3 - 2 - - - 222 035
P2 41 148 3 - 2 02 - 1 - - - 197 04
Neurocirugia Pt 10 27 - - -2 1 - - - - 4 047
P2 8 27 1 - - 2 - 1 - - - 39 049
Urologia Pt 15 108 - 1 - - - - - - 125 024
p2 13 87 4 - 11 1 - - - - 107 032
SQ P1 25 135 - 1 - 3 1 - - - - 165 031
p2 21 114 5 - 1 3 1 1 - - - 146 037
Total P1 62 311 4 1 - 6 1 2 - - - 387 0,33
Total P2 62 262 8 - 5 1 2 - - - 343 0,38
TOTAL 124 573 12 1 3 011 2 4 - - - 730 035

——————————————————————————————————————
Kp=K. pneumoniae, Ec=E. coli, Ecl=E. cloacae complex, Kaer=K. aerogenes, EK=E. kobei; C{=C. freundii,
Ck=C. koseri, Kox=K. oxytoca, Ka=Kluyvera spp., Ro=R. ornithinolytica, Rp=R. planticola.
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Para analizar la diversidad de especies, se calcul6 el indice de dominancia (SDI) de

las especies productoras de carbapenemasa y BLEE en cada uno de los servicios y tipo

de servicio durante cada semestre y periodo. Como se observa en las Figuras 24 y 25, en

general, la diversidad de especies portadoras de EPC experimenté una disminucién

notable a lo largo del estudio (SDIs;=0,73; SDIs,;=0,77; SDIss= 0,62; y SDIs4=0,43),

mientras que la diversidad de especies de las E-BLEE tendié a aumentar ligeramente

(SDIs;=0,29; SDIs,=0,36; SDIs3=0,41; y SDIs4=0,34). Si comparamos ambos periodos,

la disminucién de la diversidad de especies portadoras de carbapenemasa (SDIp;=0,77 y

SDIp,=0,54) fue casi significativa desde el punto de vista estadistico (p=0,051).
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Figura 24. Abundancia relativa de especies de EPC por semestres (a) y diversidad de
especies de EPC por semestres (b).
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2 Abundancia relativa de especies de E-BLEE
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02- T
0
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Figura 25. Abundancia relativa de especies de E-BLEE por semestres (a) y diversidad
de especies de E-BLEE por semestres (b).

Como se observa en la Figura 24, la disminucién de la diversidad de especies
portadoras de EPC coincidié con un mayor registro de aislados K. pneumoniae y una
notable disminucién en la aparicién de especies minoritarias. Si analizamos los SDI de
las EPC de cada servicio individualmente, la disminucidén de la diversidad de especies al
final del estudio tuvo lugar en todas las unidades [Gastroenterologia (SDIp;=0,77 vs.
SDIp,=0,68), Neumologia (SDIp;=0,77 vs. SDIp,=0,56), Neurocirugia (SDIp;=0,57 vs.
SDIp,=0,2), y Urologia (SDIp;=0,76 vs. SDIp,=0,64)]. Sin embargo, al analizar cémo
evoluciona la diversidad de especies de la poblaciéon de E-BLEE en cada servicio, no se
observaron tendencias a lo largo del tiempo (Figura 25). En la Figura 26 se representa la
abundancia relativa semestral de especies de EPC y E-BLEE de cada una de las

unidades.
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Identificacion bacteriana

Citrobacter freundii . Klebsiella oxytoca Kluyvera spp.
" Citrobacter koseri Enterobacter cloacae Raoultella ornithinolytica
B Escherichia coli B Enterobacter kobei B Raoultella planticola
" Kiebsiella preumoniae I Kiebsiella aerogenes

Figura 26. Abundancia relativa de especies portadoras de EPC o E-BLEE en cada
servicio por semestres durante el estudio R-GNOSIS.

2. Caracterizacion molecular de las EPC

Los 198 aislados recogidos durante el estudio que mostraron un perfil fenotipico de
resistencia a los antibidticos carbapenémicos se caracterizaron molecularmente para
estudiar sus caracteristicas microbioldgicas y los cambios en la estructura poblacional a

lo largo del tiempo.
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Resultados

2.1. Caracterizacion de los genes de resistencia

Todos los genes de carbapenemasa y de BLEE de las 198 EPC fueron caracterizados
por PCR vy secuenciacién. El 64,1% (127/198) de los aislados fueron productores de
OXA-48, el 26,8% (53/198) de VIM-1, el 5,0% (10/198) de NDM-1, y el 3,5% (7/198)
de KPC-3. Ademds, se identific6 un aislado de C. freundii productor de dos
carbapenemasas (VIM-1+ KPC-2).

La distribucién de los diferentes tipos de carbapenemasa segin la especie
bacteriana, asi como la coproducién de enzimas de BLEE por parte de algunos aislados,
se muestra en la Tabla 19. En la Figura 27 se representa la distribucién a lo largo del
tiempo de los cuatro tipos de carbapenemasa detectados durante el proyecto R-GNOSIS.
Podemos observar que las enterobacterias productoras de OXA-48 fueron las mas

prevalentes durante todo el estudio.

Distribucién de carbapenemasas

14
12
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4
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4
2
0
PP O\ I Sl SR CIP CHO PP P P P
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—EPC-OXA-48 —EPC-VIM-1 ——EPC-NDM-1 —EPC-KPC-3/-2

Figura 27. Distribucién de las EPC a lo largo del tiempo de estudio en funcién del tipo
de carbapenemasa.

En 25 pacientes (15,4%) se detecté colonizacién con dos (21/25) o tres (4/25)
especies diferentes de EPC portadoras del mismo gen de carbapenemasa
(cocolonizacién). La mayoria de ellos expresaban OXA-48 (20/25, 80%), aunque
también se detectd cocolonizaciéon con productores de VIM-1 (3/25, 12%), KPC-3
(1725, 4%) y NDM-1 (1/25, 4%). El estudio més detallado de estos aislados se abordara
en los Capitulos 2 y 4. Ademds, en siete pacientes se registré coexistencia de especies
diferentes productoras de distintas carbapenemasas: K. pneumoniae-VIM-1 con E. coli-
OXA-48 (2/162); K. pneumoniae-OXA-48 con E. coli-VIM-1 (1/162); K. pneumoniae-
OXA-48 con E. cloacae complex-VIM-1 (1/162) E. coli-VIM-1 con K. pneumoniae y
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E. coli-KPC-3 (1/162); K. pneumoniae-OXA-48 y K. pneumoniae-NDM-1 (1/162) y
K. pneumoniae-VIM-1 y K. pneumoniae-NDM-1 (1/162).

Tabla 19. Distribucion de genes blacapapenemasa Y blasree segun la especie bacteriana.

Kp Ec Ecl  Kaer cf Ck Kox Ka Ro Rp Total
Carbapenemasa
(m=106) (n=38) (n=22) (n=6) (n=10) (n=1) (n=8) (n=6) (n=1) (n=1) (n=198)

Productores de OXA-48 7 3 5 5 2 1 2 6 1 1 127

(n=127)
blapgxa.ag 10 25 3 5 2 1 1 - 1 - 48
blaoxa-agt+blacrx-m.is 58 3 - - - 1 - - 1 64
blaoxasgtblacrx.m.14 - 1 - - - - - - - - 1
blapxa-ag+blacrxm.i - 1 - - - - - - - - 1
blaoxa-as+blacrs.m.o - 1 1 - - - - - - - 2
blapxa-agtblacrxmaiz - - - - - - - 6 - - 6
blaoxa4stblasyy.1a 1 1 - - - - - - - - 2
blagxasgt+blaspy.og 3 - - - - - - - - - 3
Productores de VIM-1 2 5 15 1 6 i 4 i i i 53
(n=53)
blaVIM_l 4 5 15 1 5 - 3 - - - 33
blayya+blacrxais - - - - 1 - 1 - - - 2
blayy.1+blasyy.i» 16 - - - - - - - - - 16
blaypi.i+blacrx mstblaspy 1z 1 - - - - - - - - - 1
blayiy.1+blasuy.og 1 - - - - - - - - -
Productores de NDM-1
(n=10) 10 - - - - - e - e 10
blanpm.1+blacrxm.15+blapua-i 10 - - - - - - - - - 10
Productores de KPC-3 2 1 2 i i i ) i i i -
(n=7)
blagpc 3 2 1 2 - - - 1 - - -
blagpc.s+blacrxm.is - - - - - - 1 - - - 1
Productores de multiples CP

- - - - 1 - - - - - 1
(n=1)
blay . +blagpc > - - - - 1 - - - - . 1

]
Kp=K. pneumoniae, Ec=E. coli, Ecl=E. cloacae complex, Kaer=K. aerogenes,C{=C. freundii, Ck=C. koseri, Kox=K. oxytoca,
Ka= Kluyvera spp., Ro=R. ornithinolytica, Rp=R. planticola.

Mas de la mitad de los aislados de EPC (55,5%; 110/198) eran también
coproductores de BLEE, y el 80% de ellas fueron portadoras de genes blactx-m (88/110)
(88,6% CTX-M-15, 1,1% CTX-M-14, 1,1% CTX-M-1, 2,3% CTX-M-9). Los aislados
de K. pneumoniae productores de OXA-48+CTX-M-15 fueron los mas prevalentes
durante el estudio (29,3%; 58/198), aunque también se detectaron otras especies

productoras de CTX-M-15 (Tabla 19). De manera esporadica, entre los portadores de
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OXA-48 se detecté también coproduccion de CTX-M-1, CTX-M-14 y CTX-M-9.
Ademais, en todos los aislados de Kluyvera spp. se identific6 una nueva variante de
CTX-M, caracterizada y numerada en este trabajo como CTX-M-213 (6,8%) (Capitulo
3). En los aislados de K. pneumoniae productores de NDM-1 se detecté coproduccion
de CTX-M-15 y DHA-1, una B-lactamasa AmpC plasmidica con actividad cefamicinasa
(Capitulo 4). Por otro lado, en 23 aislados (20,9%; 23/110) se detectaron genes blaspv,
identificidose las variantes SHV-28 (17,4%) y SHV-12 (82,6%), asociados
mayoritariamente a K. pneumoniae productora de OXA-48 y VIM-1, respectivamente

(Tabla 19).

En la Figura 28 se recoge el nimero de aislados de cada especie productores de
OXA-48 y VIM-1 recogidos durante cada periodo y en la Tabla 20 los indices de

diversidad de especies por periodos en cada servicio.

Productores de OXA-48 y VIM-1
70
E—
| R. planticola
R. ornithinolytica

Kluyvera spp.

S W K. oxytoca
-9

B C. koseri
-O s
4 C. freundii

m K. aerogenes

E. cloacae complex
W E. coli
m K. pneumoniae

OXA-48 VIM-1

Figura 28. Distribucion de especies productoras de OXA-48 y VIM-1 durante ambos
periodos.

Tabla 20. Indice de diversidad de especies de las poblaciones productoras de
OXA-48 y VIM-1 distribuido por servicios y periodos de estudio.

Gastroenterologia Neumologia Neurocirugia  Urologia Total
P1 P2 P1 P2 P1 P2 P1 P1 P1 P2
OXA-48 0,73 0,6 0,68 044 0,67 0,15 086 0,64 0,70 0,54
VIM-1 0,64 1 0,75 0,67 0,33 0,7 0,75 0,6 0,70 0,62
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En general, en todos los servicios y durante todo el estudio, el porcentaje de
aislados productores de OXA-48 fue considerablemente superior al de otras EPC.
K. pneumoniae-OXA-48 (56,7%; 72/127) fue el microorganismo mads prevalente,
seguido de E. coli-OXA-48 (25,2%; 32/127). Entre los aislados productores de
OXA-48, se detectaron también en menor proporcion aislados pertenecientes a las
especies E. cloacae complex (3,9%; 5/127), K. aerogenes (3,9%; 5/127), C. freundii
(1,6%; 2/127), K. oxytoca (1,6%; 2/127) y otras poco frecuentes como Kluyvera spp.
(4,7%;, 6/127), C. koseri (0,8%; 1/127), R. ornithinolytica (0,8%; 1/127) y R. planticola
(0,8%; 1/127). Cabe destacar que durante este estudio se hizo la primera descripcion de

Kluyvera spp. productora de OXA-48 (Capitulo 3).

A pesar de la presencia de todas estas especies minoritarias, la poblacion
productora de OXA-48 present6 un indice de diversidad de especies relativamente bajo
(SDIpxa-48=0,61). Comparando ambos periodos observamos que el nimero de aislados
productores de OXA-48 aument6 ligeramente en la segunda parte del estudio [periodo
1=61/99 (61,6%) vs. periodo 2=66/99 (66,6%)] y que la diversidad de especies
disminuy6 significativamente (SDIpxa-4s.p1=0,70 vs. SDIoxa.45.p2=0,52; p<0,05). La
prevalencia de K. pneumoniae-OXA-48 fue la que més se incrementd en el segundo
periodo [periodo 1=29/61 (47,5%) vs. periodo 2=43/66 (65,1%); p<0,05], seguido de la
de E. coli-OXA-48 [periodo 1=14/61 (22,9%) vs. periodo 2=18/66 (27,3%)].

La segunda carbapenemasa mds prevalente del estudio fue la enzima VIM-1 y de
nuevo K. pneumoniae fue la especie portadora predominante (41,5%; 22/53). El gen
blayy.1 fue detectado también en otras especies: E. cloacae complex (28,3%; 15/53),
C. freundii (11,3%; 6/53), E. coli (9,4%; 5/53), K. oxytoca (7,5%;, 4/53) y K. aerogenes
(1,9%; 1/53). La diversidad de especies productoras de VIM-1 fue superior al de las
EPC-OXA-48 (SDIym-1= 0,70), aunque no hubo cambios significativos a lo largo del
tiempo (SDIym.1.p1=0,70 vs. SDIyim.1.p2=0,62). El nimero de aislados de productores de
VIM-1 disminuyé significativamente durante el segundo periodo [periodo 1=33/99
(33,3%) vs. periodo 2=20/99 (20,2%); p<0,05], aunque la prevalencia de K. pneumoniae
respecto al resto de especies productoras de VIM-1 se elevo significativamente al final

del estudio [periodo 1=10/33 (30,3%) vs. periodo 2=12/20 (60%); p<0,05].

Por otro lado, en el segundo periodo se describié por primera vez en nuestro

hospital un brote por enterobacterias productoras de NDM-1. Esta metalo-B-lactamasa
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fue identificada unicamente en aislados de K. pneumoniae procedentes de 9 pacientes
ingresados en el servicio de Neurocirugia (Capitulo 4). Por ultimo, la enzima KPC-3 se
detecto esporadicamente en diversas especies a lo largo del estudio (Tabla 19), siendo la
mayor parte de ellos detectados en el primer periodo [periodo 1=5/99 (5%) vs. periodo

2=2/99 (2%)].

La Figura 29 representa la distribuciéon semestral de las distintas enzimas de

carbapenemasa en funciéon de la localizacion hospitalaria y la especie bacteriana

productora.
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Figura 29. Distribucion de los genes bldcarbapenemasa €ntre las especies bacterianas de los
distintos servicios hospitalarios y semestres de estudio.
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2.2. Sensibilidad a antibiéticos

Los perfiles de resistencia de todas las EPC recogidas durante el estudio se muestran en

la Tabla 21y estdn representados en la Figura 30.

En general, los aislados productores de NDM-1, VIM-1 y KPC-3 presentaron altas
tasas de resistencia a las cefalosporinas de espectro extendido y a las combinaciones con
inhibidores de [B-lactamasas. Sin embargo, los aislados portadores de OXA-48 sélo
mostraron resistencia a las cefalosporinas de tercera y cuarta generaciéon cuando eran

coproductores de BLEE.

Tabla 21. Perfiles de resistencia de los aislados de EPC a los distintos antimicrobianos.

OXA-48  VIM-1 NDM-1  KPC-3/-2 Total
Antibiéticos  (n_127)  @=53)  (n=10) (n=8) (n=198)

N° % N % N % N° % N° %

AMC 127 100 53 100 10 100

8 100 198 100
PIP/TZ 127 100 53 100 10 100 8 100 198 100
CTX 102 80,3 53 100 10 100 8 100 173 87,4
CAZ 94 74 53 100 10 100 8 100 165 83,3
FEP 8 70,1 52 981 10 100 8 100 159 80,3
AZT 92 724 36 679 10 100 8 100 146 73,7
IMP 38 299 34 642 10 100 6 75 88 44.4
MER 71 559 33 623 10 100 6 75 120 60,6
ERT 126 992 42 792 10 100 8 100 186 93,9
GEN 66 52 22 41,5 10 100 2 25 100 50,5
TOB 69 543 51 962 10 100 2 25 132 66,7
AMK 4 3,1 4 7,5 8 80 2 25 18 9,1
C1p 95 748 29 547 10 100 5 62,5 139 70,2
SXT 89 70,1 33 623 2 20 5 62,5 129 65,2
TIG 8 6,3 8 151 2 20 0 0 18 9,1
FOS 88 693 35 66 5 50 4 50 132 66,7
COL 1 0,8 0 0 0 0 0 0 1 0,5
AMC=Amoxicilina-acido clavulanico; PIP/TZ=Piperacilina-tazobactam; CTX=Cefotaxima;

CAZ=Ceftazidima; FEP=Cefepime; AZT=Aztreonam; IMP=Imipenem; MER=Meropenem;
ERT=Ertapenem; GEN=Gentamicina; TOB=Tobramicina; AMK=Amikacina; CIP=Ciprofloxacino;
SXT=Trimetoprim-sulfametoxazol; TIG=Tigeciclina; FOS=Fosfomicina; y COL=Colistina.

La enzima NDM-1 fue la que mayor resistencia confiri6 a los antibidticos

carbapenémicos (100% a imipenem, 100% a meropenem y 100% a ertapenem), seguida
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de KPC-3 (75% a imipenem, 75% a meropenem y 100% a ertapenem) y VIM-1 (64,2%
a imipenem, 62,3% a meropenem y 79,2% a ertapenem). Los aislados productores de
OXA-48, mostraron tasas de resistencia a carbapenemicos inferiores: 29,9% a

imipenem, 55,9% a meropenem y 99,2% a ertapenem.

Los perfiles de sensibilidad al resto de antimicrobianos fueron variables, siendo la
amikacina (90,9%) y la tigeciclina (90,9%) los antibidticos que mostraron mayores
valores de sensibilidad. Solamente se detectd un aislado de K. pneumoniae productor de

OXA-48 resistente a colistina.

Resistencia (%)
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Figura 30. Porcentajes de resistencia de las EPC a los distintos grupos de

antimicrobianos. AMC=Amoxicilina-dcido clavuldnico; PIP/TZ=Piperacilina-tazobactam;
CTX=Cefotaxima; CAZ=Ceftazidima; FEP=Cefepime; AZT=Aztreonam; IMP=Imipenem;
MER=Meropenem; ERT=Ertapenem; GEN=Gentamicina; TOB=Tobramicina; AMK=Amikacina;
CIP=Ciprofloxacino; SXT=Trimetoprim-sulfametoxazol; TIG=Tigeciclina; FOS=Fosfomicina; y
COL=Colistina.

2.3. Estructural poblacional

Las técnicas de electroforesis en campo pulsado (PFGE) y “Multilocus Sequence
Typing” (MLST) revelaron una elevada diversidad clonal de EPC en nuestro hospital
durante el estudio R-GNOSIS.

2.3.1. Klebsiella pneumoniae

En general, 91 de los 106 aislados de K. pneumoniae se agruparon en 11 patrones
principales de PFGE (A-K), que se correspondieron con 8 secuencias tipo (STs)
diferentes y en la mayoria de los casos se asociaron con la producciéon de una
determinado gen de carbapenemasa: OXA-48/ST11/clon A (n=43); VIM-1/ST54/clon B
(n=17); NDM-1/ST101/clon C (n=8); OXA-48/ST307/clon D (n=6) y clon J (n=3);
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OXA-48/ST15/clon E (n=4), clon I (n=2), y clon K (n=1); VIM-1/ST15/clon I (n=1);
OXA-48/ST392/clon F (n=2); OXA-48/ST405/clon G (n=2); y NDM-1/ST437/clon H
(n=2). Entre los aislados restantes de K. pneumoniae se identificaron perfiles de PFGE y
STs no relacionados: clones L-T con OXA-48 (n=9), clones U-X con VIM-1 (n=4), y
clones Y-Z con KPC-3 (n=2). Todos los aislados pertenecientes a los clones
A/ST11/0XA-48 y B/ST54/VIM-1 fueron también coproductores de CTX-M-15 y

SHV-12, respectivamente.

El andlisis de los patrones de macrorrestricion con el programa Bionumerics agrupd
los aislados deK. pneumoniae segin los STs y los semestres, pero no acorde al tipo de

carbapenemasa o a la ubicacion del paciente (Figura 31).

En K. pneumoniae, el clon A/ST11/0XA-48 fue el mas prevalente durante todo el
estudio (40,6%; 43/106). En la Figura 32a vemos que el nimero de aislados tipificados
como STI11 fue relativamente constante a lo largo del tiempo. Sin embargo, si
comparamos la incidencia del clon A/ST11/0XA-48 entre el primer periodo (55%;
22/40) y el segundo (35%; 21/66) respecto al resto de clones de K. pneumoniae
observamos diferencias significativas (p<0,01). Estos datos son resultado de la
emergencia de nuevos clones, mayoritariamente productores de OXA-48 y con un Gnico

0 escasos representantes, que tuvo lugar durante el segundo periodo.

El clon B/ST54/VIM-1 fue el segundo clon de K. pneumoniae mas frecuente del
estudio (16%; 17/106), especialmente en los servicios quirdrgicos (14/17). Como se
observa en la Figura 32b, fue detectado de manera intermitente a lo largo del tiempo,
pero en general, su prevalencia respecto al total de aislados de K. pneumoniae

disminuy6 si comparamos el primer periodo (22,5%; 9/40) y el segundo (12,1%; 8/66).

El tercer clon mas frecuente de K. pneumoniae fue el clon C/ST101, productor
de NDM-1+CTX-M-15+DHA-1 (7,5%, 8/106) y se detectd inicamente en el servicio de
Neurocirugia durante el cuarto semestre de estudio. Este clon C/ST101/NDM-1 junto
con el predominante clon A/ST11 productor de OXA-48, fueron responsables de la

elevada prevalencia de EPC de esta unidad durante el segundo periodo (4,8%).
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Patron

Aislado  PFGE ST Servicio  Semestre cP BLEE
K87 F 5T392 u 53 OXA48 CTXM1S
K3zl F ST302 P 54 OXA48 -
038 z STH4 P 52 KPC3 -
K178 Y STIR4 u 53 KPC3 -
K203 u sT70 G 53 VMl -
K3 N ST628 P 52 OXA48 CTXMAS
K197 A st P S3 OXA48 CTX-M-15
K208 A ST G 54 OXA4H CTXM1S
K237 A ST u 53 OXA4S CTXMS
K16 A ST P 52 OXA48 CTX-MAS
K160 A ST P 53 0XA48 CTXM1S
K4 A ST P s1 0XA48 CTXMS
K109 A ST P 52 0XA48 CTXMS
Koo A ST P s2 OXA48 CTXM1S
Kis9 A s P s3 OXA-48 CTX-M-15
K87 A st P 52 OXA48 CTXMAS
K19 A ST P s1 OXA48 CTX-M1S
K24 A ST G s1 OXA48 CTXM1S
K127 A ST P 52 OXA48 CTXM1S
K2 A ST P s1 OXA48 CTXM1S
X6 A ST G 52 OXA48 CTXM1S
Ki A s N s1 OXA48 CTX-M15
K28 A ST G s1 OXA48 CTX-M-15
K8 A ST u si 0XA48 CTXM1S
K31 A ST u sl 0XA48 CTX-M1S
Ky A ST G 52 0XA48 CTX-M1S
K312 A ST N 54 OXA48 CTXM-1S
K13 A ST N S4 OXA48 CTX-M-15
K319 A ST N s4 OXA48 CTXM1S
K259 A ST N 54 OXA4R CTXM1S
K263 A ST N 54 OXA-48 CTX-M1S
K264 A ST N 54 OXA48 CTX-M18
K269 A s N 54 OXA48 CTX-MAS
K280 A ST N 54 0XA48 CTXMS
K294 A ST N 54 0XA-48 CTX-M-15
K17 A ST P sS4 OXA48 CTX-M-15
K236-1 A ST N 54 OXA48 CTXM1S
K323 A ST G 54 OXA4H CTXM1S
KIs A ST u s OXA4E CTX-MA1S
KISt A ST P 53 OXA48 CTX-MA1S
K94 A ST G 52 OXA48 CTX-MAS
K308 A ST G 54 OXA48 CTXM1S
K326 A ST N 54 OXA48 CTXMAS
K93 A ST G s2 OXA48 CTXMS
K59 A st r 82 OXA48 CTX-M-15
K25 A ST P s OXA4S CTX-MA1S
Ka7 A s N s OXA48 CTXMHS
K9 A ST N s1 0XA48 CTXM1S
K147 A ST u 53 OXA48 CTXM1S
K231 H ST437 N s3 NDM-| CTXM1S
K233-1 [ ST437 N 54 NDM-| CTXMA1S
K289 1 STIS 4 54 OXA-48 CTX-M-15
K156 ! sTIS u 53 VML SHV-28
P47 1 STIS G s1 OXA48 CTXM15
K309 1 sTIS P 54 OXA48 -
K296 ] ST307 P 54 OXA48 CTXMS
K315 ] ST307 u 54 OXA-48 CTXM1S
K235 1 ST307 u 53 OXA48 CTX-M-15
K06 D ST307 P s 0XA48 CTXMA1S
Kild D ST307 P 54 OXA48 CTXM-1S
K31% D ST307 P 54 OXA48 CTXM1S
KI9% D ST307 N 53 OXA48 CTX-M1S
K63 D ST307 u 53 OXA48 CTX-M1S
K172 D sT307 P 53 OXA48 CTXM1S
Ki3 B 5754 N s1 VM1 SHV-12
K220 B STS4 P s VIM-1 SHV-12
K74 B 8754 u 52 VML SHV.12
K92 B §T84 N 52 VML SHV.12
K62 B sT34 u 52 VM-I SHV-12
Kas B 51354 N 52 VM-I SHV-12
K82 B ST54 u 82 VM- SHV-12
K194 B 5154 P 53 VML CTX-MA1S, SHY-12
K81 B 5154 N 53 VM-l SHV-12
K190 B STs4 4 s3 VIM-1 SHV-12
K245.1 5754 N 54 VML SHV.12
Kad 5784 N s VML SHV.12
K279 B 5754 P 54 VML SHV-12
K73 B §T54 u 52 VM1 SHV-12
K4l B §T54 N s VM SHV-12
K195 B 5154 u s3 VM-I SHV-12
K206 B STs4 u S3 VIM-1 SHV-12
K301 o Nuevo G 54 OXA4H -
K221 R STISI u 53 OXA48 .
Ked 3 STOTI N 52 OXA48 -
K73 M STISE P 52 OXA48 .
K273 s sTI4 G §4 OXA48 a
§7 T STI197 P 52 OXA4R -
K167 L ST P 53 OXA48 -
K208 o ST1694 P 53 OXA48 SHV-12
K234 v sTI079 P §3 VM s
K8 X Nueve G sl VM-I .
K0s w ST908 N S4 VIM-1 *
K2362 © STI01 N 54 NDM-| CTXM1S
K277 c STI01 N 54 NDM-| CTXM1S
K284 c STI01 N 54 NDM-| CTXM1S
K290 c STI01 N 54 NDM-| CTXM1S
K303 c sTI01 N 54 NDM-| CTXMAS
K310 (8 sTI01 N 54 NDM-| CTXM1S
K291 C st N S4 NDM-1 CTX-M-15
K233.2 [ STI01 N 54 NDM-I CTXM1S
K171 G ST408 P 53 OXA4R CTXM1S
Kisd G ST408 G 52 OXA48 CTXMHS
K132 K STIS G 52 0XA48 -
K219 E sTIS G 53 0xXA48 SHV-28
K07 E sTIS G s3 0XA48 SHV-28
K243 E sTIS u S4 OXA48 SHV-28
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Figura 32. Distribucién por meses de los clones de K. pneumoniae A/ST11/0XA-48 (a)

y B/ST54/VIM-1 (b) respecto al total de aislados de K. pneumoniae productores de
carbapenemasas.

2.3.2. Escherichia coli

Los aislados identificados como E. coli se agruparon en 30 patrones de restriccion
diferentes que se correspondieron con 26 STs distintas (Figura 34). Trece de los
aislados se agruparon dentro del Complejo Clonal 10 (CC10): OXA-48/ST10/clonesA-
D (n=9), OXA-48/ST607/clon E (n=1), VIM-1/ST43/clon F (n=1) y dos nuevas
variantes de ST10 (VIM-1/clon G y OXA-48/clon H). Entre los productores de OXA-48
se identificaron otros dos clones con més de un representante: OXA-48/ST453/clon 1
(n=3) y OXA-48/ST354/clon J (n=2). Los aislados de E. coli restantes, en su mayoria
productores de OXA-48, exhibieron perfiles de PFGE no relacionados entre si. A 9 de
ellos se les asigné una ST conocida (clones K-R), aunque también se detectaron 9 ST
nuevos (clones S-a) y 3 aislados no tipificables mediante MLST (clones B-3). En
general, entre la poblacion de E. coli no se detectd una alta tasa de coproduccion de

BLEE (18,4%, 7/38) y fue en todos los casos asociado con la produccion de OXA-48.

El anélisis con el programa Bionumerics mostro una alta diversidad de perfiles de
restriccion entre los aislados de E. coli, independientemente de la localizacion

hospitalaria y del tipo de carbapenemasa producida. Hay que destacar, que algunos
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aislados pertenecientes al ST10 mostraron perfiles de PFGE no relacionados (clones A-

D) y no se agruparon juntos en el dendrograma (Figura 34).

Como se representa en la Figura 33, los clones agrupados dentro del CC10 (34,2%;
13/38) fueron detectados principalmente entre mayo de 2015 y febrero de 2016, de
manera que se observaron diferencias significativas en su incidencia entre el primer
periodo (15,8%; 3/19) y el segundo (47,4%; 10/19) (p<0,05). Cabe destacar que aunque
la mayoria de estos aislados fueron productores de OXA-48 (11/13), dos de ellos
amplificaron blaypyi. El clon A/ST10/0XA-48, agrupado dentro de este CC10, fue el
mds frecuente de la poblacion total de E. coli (15,8%, 6/38) y fue detectado tinicamente

entre agosto y noviembre de 2015 (p<0,05) en el servicio de Gastroenterologia (4/6).
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Figura 33. Distribucién por meses de los aislados de E. coli pertenecientes al complejo
clonal 10 (CC10).

2.3.3. Otras especies de EPC

Mediante el andlisis de PFGE se observaron patrones de restricciéon no relacionados

entre todos los aislados productores de carbapenemasa de las especies K. aerogenes

(6 clones) y K. oxytoca (8 clones) (Figuras 35 y 36).

Como se observa en la Figura 37, entre los 22 aislados pertenecientes al grupo
E. cloacae complex se detecté una elevada diversidad clonal (16 clones). Se
identificaron 2 clones principales, mayoritariamente productores de VIM-1: clon A
(n=6) y clon B (n=3). Los demads aislados mostraron patrones de restriccion diferentes

(C-U), aunque en algunos casos bastante relacionados.
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Patrén

=) 8 o w g E = ‘8_ Aislado PFGE ST Servicio  Semestre cp BLEE
1 1 Il 1 1 1 Il 1 1 ]
C272 w Nuevo B 52 OXA-48 CTX-M9
C310 M ST23 (CC23) P 52 OXA-48 CTX-M1
C704 Q S$T2522 G S3 OXA48 CTX-M15
C609 8 NT U S3 OXA-48 -
S17 X Nuevo N S2 OXA48 -
Cl163 1 ST453 (CC86) G S1 OXA-48 -
Cle4 1 ST453 (CC86) P S1 OXA-48 =
C781 1 ST453 (CC86) G S4 OXA48 -
Cc777 I ST6083 N S4 OXA48 -
C239 S Nuevo N S2 OXA-48 -
C152 T Nuevo (ST68) G S1 OXA-48 CTX-M-14
C206 U Nuevo G S1 OXA-48 -
C288 H Nuevo (CC10) P S2 OXA48 =
ce67 L ST410 (CC23) G S1 VIME] -
C642 A STI10 (CC10) G S3 OXA-48 =
C646 A ST10 (CC10) G S3 OXA48 -
C662 A ST10 (CC10) P S3 OXA-48 =
717 A STI0 (CC10) u S4 OXA48 -
C728 A STI0 (CC10) G S4 OXA-48 -
C752 A ST10 (CC10) G S4 OXA48 =
Cl4 G Nuevo (CC10) N S1 VIV =
Q38 o Nuevo P 52 VIM-1 =
C96 B NT U S1 OXA-48 o
| C837 K ST23 (CC23) u S4 OXA-48 CTX-M15
C586 Q NT P S3 OXA-48 =
col4 E ST607 (CC10) G S3 OXA-48 =
C784 D STI10 (CC10) P S4 OXA-48 SHV-12
C128 R ST6440 P S1 KPC-3 =
C572 v Nuevo G S3 OXA48 =
C325 (0] STI37 (CC32) G S2 OXA-48 2
141 z Nuevo G S1 VIMHI =
C165 B ST10 (CC10) G S1 OXA48 =
C667 Cc STI10 (CC10) u S3 OXA48 CTX-M15
Ci8 N ST355 (ST399) U S1 OXA-48 -
C778 J ST354 (CC354) P S4 OXA48 =
C790 J ST354(CC354) P S4 OXA48 J
it N C803 F ST43 (CC10) N S4 VIM-1 -
' l g S53 Y Nuevo P S2 OXA48 -

Figura 34. Dendrograma de los aislados E. coli productores de carbapenemasa.
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Figura 35. Dendrograma de los aislados K. aerogenes productores de carbapenemasa

Figura 36. Dendrograma de los aislados K. oxytoca productores de carbapenemasa.
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Patron
Aislado PFGE Servicio  Semestre CP
E25 G U S2 OXA-48
E41 I U S3 OXA-48
E24 F G S2 OXA-48
E43 Q U S3 VIM-1
E18 C P S2 OXA-48
E23 E u S2 OXA-48
Patrén
Aislado pFGE Servicio Semestre CP BLEE
K63 A P S2 KPC-3 -
K76 E U 82 VIM:1 -
739 G G S3 OXA-48 CTX-M-15
K75 C G S2 VIM-1 -
K123 B N S2 KPC-3 CTX-M-15
W17 F U S2 VIM-1 -
K77 D P S2 VIM-1 CTX-M-15
R24 H P S2 0OXA-48 CTX-M-15
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Figura 37. Dendrograma de los aislados E. cloacae complex productores de carbapenemasa.
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Aislado PFGE Servicio Semestre CP BLEE
E22 (0] P S2 VIMEL
E7 L G S1 VIM-1
E31 H P S3 OXA-48
Ell N G S1 VIMEL
E17 D U S2 OXA-48
E36 R N S3 VIM-1
El10 M P S1 VIM-1
E53 U U S4 KPC
E35 A U S3 VIMEL
E6 A P S1 VIMEL
E40 A G S3 OXA-48
E33 A P S3 VIME1
E26 A G S2 OXA-48 CTX-M— 15
El3 A G S1 VIM1 '
E27 B U S2 VIMHL
E28 B G S2 VIMEL
E4 B G S1 VIM-L
E21 P G S2 VIMEL
El K P S1 VIM-1
ES0 S P S4 VIMEL
E2 T G S1 KPC-3
E29 J N S4 OXA48 CTX-M9
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. Patrén ..
Aislado PFGE Servicio Semestre CP BLEE
CF1 A P Sl VIM-1 =
CF24 A P S3 VIM-1 =
CF7 A P S1 VIM-1 -
CF28 A P S4 VIM-1 +KPC-2 )
CF26 C G S3 VIM-1 =
CF15 D P S2 OXA-48 =
CF13 B P $2 OXA-48 -
CFl16 B u S2 OXA-48 CTX-M-15
CF10 E P S2 VIM-1 =
CF6* F G sl OXA-48 -
Figura 38. Dendrograma de los aislados Citrobacter spp. productores de carbapenemasa. (*C. koseri)
- Aislado Especie Servicio Semestre CP BLEE
P T
) 1N 11 K17 Ro P S1 OXA-48 -
{ | Rk | K282  Rp P sS4 OXA-48  CTX-M-15
Figura 39. Dendrograma de los aislados de Raoultella spp. productores de carbapenemasa.
= . Patrén ..
;FI | $ | .%; .CT) Aislado PFGE Servicio Semestre Ccp BLEE
_[ A P S1 OXA-48 CTX-M-213
A G S2 OXA-48 CTX-M-213
I A U S3 OXA-48 CTX-M-213
A u Sl O0XA-48 CTX-M-213
I: A P S2 0XA-48 CTX-M-213
— A G S1 0XA-48 CTX-M-213

Figura 40. Dendrograma de los aislados de Kluyvera spp. productores de carbapenemasa.



Por otra parte, entre los 10 aislados identificados como C. freundii se detectaron 5
patrones de PFGE: clon A (n=4), clon B (n=2) y clones C, D y E (n=1). Como se
observa en la Figura 38, todos los representantes del clon A fueron productores de
VIM-1 e incluso uno de ellos fue coproductor de un segundo tipo de carbapenemasa
(KPC-2). El perfil de restriccion del aislado C. koseri se incluydé también en la

Figura 38.

En la Figura 39 podemos observar los perfiles de restriccion y datos

epidemioldgicos recogidos de los dos aislados pertenecientes al género Raoultella.

Finalmente, como se observa en la Figura 40, todos los aislados de Kluyvera spp.

mostraron un perfil de PFGE casi idéntico (indice de similitud >0,95).

2.4. Analisis de diversidad clonal

La diversidad de clones (patrones de PFGE) de las especies productoras de
carbapenemasa fue analizada basdndonos de nuevo en el indice de diversidad de
Simpson (SDI). El indice de dominancia de clones no se aplicé a las especies de EPC

con un unico aislado (C. koseri, R. ornithinolytica y R. planticola).

Durante el estudio R-GNOSIS, las especies K. aerogenes (SDlk. erogenes=1) 'y
K. oxytoca (SDIk ,xynca=1) mostraron valores méaximos de diversidad clonal, ya que no
se detectd entre su poblaciéon ningin clon con mds de un representante. E. coli
(SDIg, 0;i=0,97) y E. cloacae complex (SDIg cioucae complex=0,92) presentaron una alta
variabilidad clonal, alcanzando valores de SDI muy cercanos a la unidad. Por otro lado,
entre las especies de K. pneumoniae y C. freundii se detectaron varios patrones de
PFGE con un nimero variable de representantes, lo cual se tradujo en valores de
diversidad clonal inferiores a los anteriores (SDIk. preumoniac=0,80; SDIc. freunaii=0,80).
Finalmente, la tnica especie que mostrd el valor minimo de diversidad fue Kluyvera

spp. (SDIxuyvera spp. =0), ya que todos sus aislados se consideraron clonales.

K. pneumoniae y E. coli fueron las especies de mayor relevancia epidemioldgica
del estudio, por lo que se analizaron los cambios en la diversidad clonal de ambas
poblaciones a lo largo del tiempo. El resto de especies portadoras de carbapenemasas no
se incluyeron en este andlisis debido a su bajo nimero de representantes. En la Figura

41 se representan los SDI de K. pneumoniae y E. coli durante los cuatro semestres del
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estudio [(SDIkp-s1=0,49; SDIkp-50=0,76; SDIkp.53=0,91. SDIk;-54=0,8), (SDIgc.51=0,98;
SDIgc-so=1; SDIgc.53=0,92; SDIg..54=0,91)].

Los indices de diversidad clonal de ambas especies en cada uno de los servicios
durante los dos periodos se recogen en la Tabla 22. Si comparamos la distribucién de
clones de K. pneumoniae durante ambos periodos, observamos que la diversidad
aumenté significativamente en la ultima parte del estudio (SDIkpp1=0,66;
SDIkp-p2=0,86) (p<0,05). Por el contrario, la diversidad clonal de E. coli disminuyo
ligeramente entre ambos periodos (SDIg¢.p;= 0,99; SDIg. p,=0,90).
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—— K. pneumoniae -a- FE. coli

Figura 41. Indices de diversidad clonal de la poblacién de K. pneumoniae y E. coli
durante los cuatro semestres de estudio.

Tabla 22. Indices de diversidad clonal de las especies K.pneumoniae y E.coli
distribuido por servicios y periodos de estudio.

Gastroenterologia Neumologia  Neurocirugia Urologia Total
P1 P2 P1 P2 P1 P2 P1 P1 P1 P2
Kp 0,64 0,86 0,50 0,89 0,64 0,72 057 094 066 0,86
Ec 1 0,7 1 0,9 1 1 1 1 0,99 0,9

Como se ha indicado en apartados anteriores, durante todo el estudio el clon
A/ST11/0XA-48 fue el mayoritario en la poblacioén de K. pneumoniae, sin embargo, la
emergencia significativa de nuevos clones productores de OXA-48 con bajo nimero de

representantes, disminuyé la clonalidad de esta especie durante el dltimo periodo del
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estudio (7 clones en el primer periodo y 13 en el segundo). También se detecté un
aumento de la diversidad clonal entre los aislados productores de VIM-1 comparando

ambos periodos (2 clones en el primer periodo y 5 en el segundo).

a) Gastroenterologia Neumologia Neurocirugia Urologia
2 30+ 30
st
<
> 20— 20
<
Q
< 10 -10
- -—_-_J
0 - | D s | )
P1 P2 P1 P2 P1 P2 P1 P2
b) B K pneumoniae AJOXA-48/ST11 K. pneumoniae no-A/ST11
2 30+ 30
!
=
% 20 20
<
Q
S 10 10
Z ]
0 0
P1 P2 P1 P2 P1 P2 P1 P2
. E. coli A/JOXA-48/ST10 E. colino-A/ST10
c)
1 —_ 1
o8 \ 0.8
= 06 06 =
2. ° 8
A 04 04 N
0,2 0,2
0 0
P1 P2 P1 P2 P1 P2 P1 P2
K. pneumoniae  — E. coli

Figura 42. Distribucién por servicios y periodos de los clones epidémicos
K. pneumoniae-A/ST11 (a) y E. coli-A/ST10 (b) e indices de diversidad clonal (SDI) de
las poblaciones K. pneumoniae y E. coli en los cuatro servicios durante ambos periodos
de estudio.

Si analizamos los cambios a lo largo del tiempo de la diversidad clonal en cada
servicio, observamos un incremento de los SDI en todos ellos durante la dltima parte del
estudio (Figura 42c). En el servicio de Neurocirugia, este incremento no fue tan

evidente, debido probablemente a la emergencia de los clones productores de NDM-1
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(clon C-STI101 y clon H-ST437). La aparicion de estos dos clones contribuyd a
aumentar la diversidad total de K. pneumoniae al final del estudio, pero tuvo el efecto
contrario en la propia unidad, donde la diversidad no se incrementd tanto como en los

servicios en los que predominaron OXA-48 y VIM-1.

Por otro lado, de acuerdo con los patrones de PFGE, la poblacién de E. coli mostrd
una elevada diversidad clonal que tendi6 a reducirse en el segundo periodo (18 clones
en el periodo 1 y 14 clones en el periodo 2). Como vemos en la Figura 42, la
disminucién de los SDI sélo tuvo lugar en las unidades médicas, donde resaltd la
emergencia de los clones A/ST10/OXA-48 (Gastroenterologia) y J/ST354/0XA-48
(Neumologia), llegando incluso a mostrar indices de diversidad inferiores que
K. pneumoniae. En la Figura 42 se observa la distribucién de los clones principales
K. pneumoniae-A/ST11 y E. coli-A/ST10 respecto al resto de aislados de ambas

especies.

2.5. Clones epidémicos productores de OXA-48

Como hemos visto anteriormente, la carbapenemasa predominante durante todo el
estudio fue OXA-48. El 67,9% (72/106) de los aislados de K. pneumoniae y el 84,2%
(32/38) de los aislados de E. coli fueron productores de esta enzima. Si comparamos el
indice de diversidad del conjunto de aislados de K. pneumoniae-OXA-48
(SDIkp-0xa-48=0,64) respecto al de la poblacién total (SDIk,=0,80) observamos que la
poblacién productora de OXA-48 result6 tener una mayor clonalidad. Este efecto no fue
tan marcado en la especie E. coli, donde los aislados productores de OXA-48 mostraron

practicamente el mismo SDI que la poblacion total (SDIgc.oxa-48=0,96 vs. SDIg.=0,97).

En la Figura 43, se representan por semestres los indices de diversidad de la
poblacién productora de OXA-48 de ambas especies [(SDIkp-oxa-4s-51=0,15;
SDIkp-oxa-48-52=0,62; SDIkp-oxa-48-53=0,86. SDIkp-0xa-43-54=0,66), (SDIEc.0xA-48-51=0,95;
SDIgc.oxa-48-s2=1; SDIgc.oxa-48-53=0,92; SDIEc.0xA-48-54=0,89)].

Si comparamos la distribucion de clones de K. pneumoniae y E. coli productores de
OXA-48 durante los dos periodos, observamos que tal y como ocurre en la poblacién
total, al final del estudio la diversidad de K. pneumoniae aumenté
(SDIkp-oxa-4s-pi= 0,43; SDIkpoxaas-po= 0,72) y la de E. coli disminuyo
(SDIgc.oxa-4s-p1= 0,99; SDIgc.oxa-43-r2=0,89). En la Tabla 23 se recogen los indices de
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diversidad clonal de las poblaciones K. pneumoniae-OXA-48 y E. coli-OXA-48 en cada

uno de los servicios durante los dos periodos.

1 0,92 0.89
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Figura 43. Indices de diversidad clonal semestrales de la poblacién K. pneumoniae y
E. coli productora de OXA-48.

Tabla 23. Indices de diversidad clonal (SDI) de K. pneumoniae y E. coli productores
de OXA-48 distribuido por servicios y periodos de estudio.

Gastroenterologia  Neumologia Neurocirugia  Urologia Total
P1 P2 P1 P2 P1 P2 Pl P1 P1 P2
Kp-OXA-48 0,53 0,75 042 081 05 017 0 093 043 0,72
Ec-OXA-48 1 0,71 1 0,9 1 0 1 1 099 0,89

Los clones K. pneumoniae-A/ST11/0XA-48 y E. coli-A/ST10/0XA48 fueron
considerados los de mayor relevancia desde el punto de vista epidemioldgico, por lo que
su papel en la diversidad clonal de dichas especies pudo resultar fundamental. A pesar
de su elevada prevalencia durante todo el estudio, la incidencia del clon K. pneumoniae
A/ST11/0XA-48 (59,7%, 43/72) respecto a los clones no-ST11/0XA-48 disminuyd
significativamente entre el primer periodo (75,9%; 22/29) y el segundo (48,9%; 21/43)
(p<0,05). En la Figura 44a se representa la distribucién de los clones ST11 y no-ST11
en cada servicio durante ambos periodos. En las unidades de Gastrologia, Neumologia y
Urologia, aunque el clon ST11 se mantuvo predominante, durante el segundo periodo su
prevalencia disminuy6 ligeramente y ademds se produjo la emergencia de un gran
nimero de clones no-ST11. Sin embargo, en el servicio de Neurocirugia la incidencia

del clon ST11/0XA-48 se dispar6 en la dltima parte del estudio y no se detectaron
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nuevos clones productores de OXA-48. Si analizamos estos resultados en términos de
diversidad clonal observamos que el SDI de los aislados K. pneumoniae-OXA-48
aument6 notablemente en el segundo periodo en todas las unidades, excepto en

Neurocirugia, donde se tendi6 a la clonalidad (Figura 44c).
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Figura 44. Distribuciéon por servicios y periodos de los clones epidémicos
K. pneumoniae-A/ST11/0XA-48(a) y E. coli-A/ST10/0XA-48 (b) e indices de
diversidad clonal (SDI) de las poblaciones K. pneumoniae y E. coli productoras de
OXA-48 en los cuatro servicios durante ambos periodos de estudio (c).

Por otro lado, entre los aislados E. coli-OXA-48 se identific6 un clon

predominante, el clon A/ST10, que fue tnicamente detectado durante el segundo
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periodo (p<0,05) y principalmente en la unidad de Gastroenterologia. Por ello, a pesar
del bajo nimero de aislados detectados, la diversidad clonal de la poblacién de E. coli-
OXA-48 de este servicio tendi6 a disminuir a lo largo del tiempo (Figura 44b y 44c¢). La
SDI en el servicio de Neumologia también se redujo ligeramente en el segundo periodo,
pero fue debido a la deteccion del clon J/ST354/0XA-48. La diversidad clonal en el
servicio de Urologia se mantuvo en valores médximos porque todos aislados E. coli-
OXA-48 detectados exhibieron patrones de PFGE diferentes. En la unidad de
Neurocirugia se registré durante ambos periodos la prevalencia mdas baja de E. coli-

OXA-48 y los datos fueron insuficientes para comparar la diversidad.
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Capitulo 2

Cocolonizacion por enterobacterias productoras de OXA-48, VIM-1 y

KPC-3.

En el presente Capitulo se aborda el estudio de la transferencia in vivo de los genes
blaoxa-as, blayn1 y blakpcs entre diferentes especies de enterobacterias recogidas a

partir de un subgrupo de pacientes cocolonizados del estudio R-GNOSIS.
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1. Caracteristicas de los pacientes cocolonizados

Con el propésito de caracterizar a este subgrupo de pacientes, se definié el término
cocolonizaciéon como la colonizacién en un mismo paciente por diferentes especies de
enterobacterias o por diferentes clones de la misma especie productoras del mismo tipo

de carbapenemasa.

De los 162 pacientes del estudio, 25 (15,4%) presentaron cocolonizacién con dos
(21/24) o tres (4/25) EPC diferentes. En este capitulo, se estudiaron tinicamente los 23
pacientes (14,2%, 23/162) cocolonizados con enterobacterias productoras de OXA-48
(20/23), VIM-1 (2/23) y KPC-3 (1/23). El estudio de los pacientes cocolonizados por

cepas productoras de NDM-1 se recoge en el Capitulo 4.

Los datos demograficos, los dias totales de ingreso (LOS) y los dias totales de
ingreso hasta la deteccién del primer cultivo positivo para EPC (LOS-1) de los
pacientes cocolonizados por EPC (23/162) se compararon con los datos de los pacientes

colonizados por una Unica especie bacteriana (139/162) (Tabla 24).

Tabla 24. Datos recogidos sobre los pacientes del estudio R-GNOSIS.

TOTAL Cocolonizados Colonizados
Me Rango Me Rango Me Rango
Edad 74 26-98 80 38-98 74 26-95
LOS 16 1-215 28 1-161 16 1-215
LOS-1 10 1-211 3% 1-45 11%* 1-211
LOS-2 - - 14 4-81 - -
N % N % N %
Hombres 97 59,9% 14 60,9% 83 59,7%
Muestras 28 17,3% 6 26,1% 2 15,8%
clinicas
TOTAL 162 2,0% 23 14,2% 139 85,8%

Me=Mediana; LOS= Dias de ingreso; LOS-1=Dias de ingreso hasta la deteccién del primer cultivo
positivo; LOS-2= Dias de ingreso hasta la deteccién del segundo cultivo positivo. *p<0,01

En el subgrupo de pacientes cocolonizados, la mediana de edad fue de 80 afios
(rango 38-98), mientras que en el segundo grupo fue de 74 afios (rango 26-95) (p>0,05).
La mediana de los dias totales de ingreso fue superior en los pacientes cocolonizados en
comparacion con los colonizados por una tnica EPC (28 dias vs. 16 dias) (p>0,05). Por

el contrario, la mediana de dias desde el ingreso hasta la detecciéon del primer cultivo
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positivo para EPC fue superior en el grupo de los pacientes colonizados por una sola
especie de EPC frente a los cocolonizados (11 vs. 3 dias) (p<0,01). En un total de 22
pacientes colonizados (15,8%; 22/139) y 6 pacientes cocolonizados (26,1%; 6/23) se

recogieron muestras clinicas por EPC posteriores a la colonizacion (Tabla 24).

En general, los eventos de cocolonizacién fueron mds frecuentes en los servicios
médicos (9 pacientes en Neumologia y 6 pacientes en Gastroenterologia) que en los
quirurgicos (6 pacientes en Urologia y 2 en Neurocirugia), aunque no se encontraron

diferencias significativas (Tabla 25).

2. Eventos v dinamica de cocolonizacion

K. pneumoniae y E. coli fueron las especies mds frecuentemente identificadas en los
casos de cocolonizacion, detectindose cada una de ellas en un total de 20 pacientes
(87,0%; 20/23). Ademds, en 19 de los pacientes (82,6%; 19/23) se demostré
cocolonizacién por ambas especies (Tabla 25). En los pacientes cocolonizados, el
porcentaje de colonizacién por E. coli y K. pneumoniae (87,0%) fue significativamente
superior al obtenido para cada una de las especies entre los pacientes colonizados por
una tnica EPC [(E. coli=17/139, 12,2%) (p<0,01) y (K. pneumoniae= 82/139, 59,0%)
(p<0,05)] (Figura 45a). Otras especies como C. freundii (3 pacientes), K. oxytoca
(3 pacientes), Kluyvera spp. (2 pacientes) y R. ornithinolytica (1 paciente) se detectaron

de forma esporddica (Tabla 25).

p<0.05 b)
i 'p<0.01 | p<0,05

100% 87.0%  87.0% 100% 87.0% '

80% 80%
59,0%
60% 60%
40% 40%
20% 20%
0% 0%
Cocolonizacién Colonizacién Cocolonizacion Colonizacién
B E. coli WMK. pneumoniae B EPC-OXA-48 = Otras EPC

Figura 45. a) Incidencia de cocolonizacién y colonizaciéon por K. pneumoniae y
E. coli; y b) Incidencia de cocolonizacion y colonizacion por EPC-OXA-48 y otras
EPC.
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Tabla 25. Datos de los pacientes cocolonizados por EPC durante el estudio R-GNOSIS.

Primer cultivo positivo

Segundo cultivo positivo

Paci Edad S Servici EPC  Motivo de LOS M lini Ingreso
aciente Eda €X0 SErvicio 40y ingreso (dias) Especie Mecanismo  LOS-1 Especie Mecanismo  LOS-2 uestra clinica previo
bacteriana de resistencia  (dias) bacteriana  de resistencia (dias)
1 81 Vv P 2 FExacerbacion de 9 Ka + Ro OXA-48 9 NEG - - - NO
2 98 v U 2 Neumonia, ERC 15 Kp + Ec OXA-48 2 Kp + Ec OXA-48 8 Kp (Orina y BAS) SI
3 40 M N 2 Espondilodiscitis 35 Kp OXA-48 13 Kp + Ec OXA-48 19 - SI
4 88 M G 2 Divemealiis 28 Ec OXA-48 3 Kp OXA-48 14 Kp (Orina) SI
5 80 v P 3 Neumonia 29 Ka OXA-48 1 Kp + Ec OXA-48 15 - SI
6 65 M P 2 Bracebadinde 6 Kp OXA-48 15 Kp +Ec OXA-48 26 Kp+Ec (Herida)  SI
Fibrosi
7 83 v P 3 P ullnr1(())snl;r 81 Kp+Ko OXA-48 17 Kp + Cf OXA-48 81 - SI
Proteinosis
8 38 v P 2 iﬁv?gg Sr“ 9 Kp + Ec OXA-48 2 Kp + Ec OXA-48 9 - NO*
9 78V P 3 Neoplasia 30 Kp + Cf OXA-48 16 Ec +Cf OXA-48 23 ; SI
pulmonar
10 52 M G 2 IP (CPRE) 1 Ec + Ko OXA-438 1 NR - - - SI
11 8 M G 2 Bracebacionde 9 Ec OXA-48 1 Kp + Ec OXA-48 11 - SI
12 86 M P 2 Neumonia 3 Kp + Ec OXA-48 2 NR - - - NO*
13 94 M U 2 ERC 6 Kp + Ec OXA-48 2 Kp + Ec OXA-48 6 - SI
14 84 v G 2 ERA 23 Kp + Ec OXA-48 21 NR - - - NO
15 87 V U 2 Infilracion de 19 Kp +Ec OXA-48 1 Kp +Ec OXA-48 4 - SI
vejiga
16 68 \ N 2 A;‘;‘;E:ﬁa 84 Kp OXA-48 45 Kp + Ec OXA-48 53 Kp (Orina) NO
17 49 \'% U 2 Colangitis aguda 5 Kp + Ec OXA-48 3 NR - - Kp (Prétesis) SI
18 87 v U 2 Colangitis aguda 20 Kp + Ec OXA-48 1 Kp + Ec OXA-48 6 - SI
19 71 M P 2 Neumonia 11 Kp + Ec OXA-48 5 Kp + Ec OXA-48 11 - SI
20 90 M G 2 Colangitis aguda 9 Kp + Ec OXA-48 9 NR - - - SI
21 72 v G 2 Septicemia 41 Kp VIM-1 14 Ec VIM-1 20 - SI
22 64 \'% U 2 IP (Endoscopia) 79 Cf VIM-1 27 Ko VIM-1 79 Ko (Orina) SI
23 66 v P 3 Neumonia 14 Ec KPC-3 1 Kp KPC-3 14 - SI

L]
V=varén; M=mujer; G=Gastroenterologia; P=Neumologia; N=Neurocirugia; U=Urologia; LOS= Dias de ingreso; LOS-1=Dias de ingreso hasta la deteccién del primer cultivo positivo; LOS-2= Dias de ingreso hasta la deteccién del
segundo cultivo positivo; NEG=Ausencia de crecimiento bacteriano; NR=Muestra no registrada; BAS=Broncoaspirado; IP= Ingreso programado; EPOC=Enfermedad pulmonar obstructiva crénica; ERC=Enfermedad renal crénica;
ERA= Enfermedad renal aguda; CPRE= Colangiopancreatografia retrégrada endoscopica; Ka=Kluyvera spp.; Ro= R. ornithinolytica; Kp= K. pneumoniae; Ec= E. coli; Ko= K. oxytoca; Cf= C. freundii.).
*Paciente sin ingreso previo en nuestro hospital pero asociado a cuidados sanitarios en otros centros.



Teniendo en cuenta el tipo de carbapenemasa producida, como se muestra en la
Tabla 25, la mayor parte de los eventos de cocolonizacién se produjeron por
enterobacterias productoras de OXA-48 (86,9%; 20/23%) (p<0,05) (Figura 25b), y mds
en concreto por K. pneumoniae y E. coli (73,9%; 17/23). De manera minoritaria se
identificé cocolonizaciéon por enterobacterias productoras de VIM-1 (2 pacientes) y

KPC-3 (1 paciente) (Tabla 25).

K. pneumoniae y E. coli productores de OXA-48 se detectaron de forma simultdnea
en 15 pacientes (65,2%; 15/23). En 4 de los 15 casos, se habia registrado una
colonizacién por K. pneumoniae-OXA-48 en ingresos previos (pacientes 13, 15, 17 y
20) y en otros 10 pacientes (66,7%; 10/15) ambas especies se detectaron directamente
en la primera muestra positiva. En aquellos casos en los que se recogieron cultivos
sucesivos, se observo que los pacientes con la primera muestra positiva para estas dos
especies, en el segundo cultivo volvian a ser positivos [K. pneumoniae (83,3%; 10/12) y
E. coli (77,8%; 7/9)]. Por otro lado, excepto en el caso 9, el resto de especies
(Kluyvera spp., C. freundii y K. oxytoca), asi como las enterobacterias productoras de
VIM-1 y KPC-3, fueron identificadas de manera aislada en un unico cultivo (primer o

segundo cultivo positivo) (Tabla 25).

Durante el andlisis de la dindmica de cocolonizacion se detectaron 3 patrones: 1)
cocolonizacion en el primer cultivo positivo (patréon A), 2) colonizacién en el primer
cultivo positivo y cocolonizacién en el segundo cultivo positivo (patrén B) y 3)

colonizacién por EPC diferentes en el primer y segundo cultivo positivo (patrén C).

Como se refleja en la Figura 46, en 14 de los 23 pacientes (70%) se detectd
cocolonizacién por EPC directamente en el primer cultivo positivo (patrén A) siendo
todos estos microorganismos productores de OXA-48. Cabe destacar que 10 de estos
pacientes (71,4%) habian tenido un ingreso previo en nuestro hospital y otros 2 (14,3%)
habian estado ingresados en otros centros. En 5 pacientes (21,7%) la cocolonizacion se
detectd en el segundo cultivo positivo (patrén B). De nuevo, todos fueron portadores de
EPC-OXA-48, y ademds en 3 de ellos la EPC identificada en el primer cultivo fue
K. pneumoniae. Por ultimo, el patron C se identificé en las cocolonizaciones por
enterobacterias productoras de VIM-1 y KPC-3, y en un solo caso de cocolonizacién

por EPC-OXA-48.
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Paciente 4 . _________________ _.
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Paciente 22 U ..
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C. freundii B E. coli B K. oxytoca I K. pneumoniae Kluyvera spp. B R. ornithinolytica

Figura 46. Dindmica de cocolonizacién durante el estudio R-GNOSIS. La escala numérica indica el dia de colonizacién y cocolonizacién desde el ingreso.



3. Estructura poblacional

De los 23 pacientes cocolonizados se aislaron un total de 49 aislados de EPC. En este
grupo de aislados la relacion clonal fue analizada mediante las técnicas de PFGE y
MLST (Tabla 26). Como era de esperar, entre aislamientos de la misma especie
procedentes de cultivos positivos sucesivos del mismo paciente se observaron perfiles

de PFGE vy secuencias tipo idénticos.

K. pneumoniae presenté una mayor clonalidad entre sus aislados
(SDIk. pneumoniae=0,85) que el resto de especies. Se identificaron un total de 12 patrones
de restriccién y 10 STs distintos. En ocho pacientes se detectd el clon de alto riesgo
A/ST11/0XA-48 (40%; 8/20), en otros tres el clon ST15/0XA-48 (15%; 3/20) y en
otros dos el clon ST307/0XA-48 (10%; 2/20). El resto de aislados mostraron patrones
de PFGE y STs diferentes. Cabe destacar que en todos los pacientes con sucesivas
muestras donde se detectd colonizacion con el clon A/ST11-OXA-48 de
K. pneumoniae, se demostré la persistencia de dicho clon. Como vemos en la Tabla 26,

la mayoria de estos clones de K. pneumoniae se asociaron a la coproduccién de

CTX-M-15.

Entre la poblacién de E. coli, se encontré6 una mayor diversidad genética
(SDIg 0i=0,97), ya que se asignaron 18 perfiles de PFGE y 11 STs diferentes. Como
observamos en la Tabla 26, 4 pacientes presentaron colonizaciéon por aislados
productores de OXA-48 pertenecientes al complejo clonal 10 (20%; 4/20). En dos de
estos pacientes, se recogié un segundo cultivo y en ellos se detecté de nuevo el

crecimiento del clon OXA-48-CC10.

El andlisis de los patrones de restriccion en el resto de especies reveld un tnico clon
de Kluyvera spp. (A), dos clones de C. freundii (B y D) y tres clones de K. oxytoca (F,
GyH).
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Tabla 26. Caracteristicas principales de las EPC detectadas en pacientes cocolonizados y los pldsmidos portadores de carbapenemasa identificados.

Primer cultivo positivo

Segundo cultivo positivo

, Plasmidos . , Plasmidos
Paciente Especie Patron Genes Genes TC/TM Especie Patron  Genes Genes TC/TM
bacteriana PFGE/ST  CP BLEE Tamafo oot pog?  Perfil |bacteriana PFGE/ST — CP BLEE Tamafio oo peoge  Perfil
(kb) RFLP (kb) RFLP
1 Ro A OXA-48 - OXA-48 60 IncL + A - - - - - - - - -
Ka A OXA-48 CTX-M-213 OXA-48 60 IncL + A - - - - - - - - -
5 Kp A/ST11 O0XA-48 CTX-M-15 OXA-48 60 IncL + A Kp A/ST11 OXA-48 CTX-M-15 OXA-48 60 IncL + A
Ec B/NT OXA-48 - OXA-48 60 IncL + A Ec B/NT OXA-48 - OXA-48 60 IncL + A
Kp A/ST11 OXA-48 CTX-M-15 OXA-48 60 IncL + A
3 Kp A/ST11 O0XA-48 CTX-M-15 OXA-48 60 IncL + A
Ec S/ST nuevo OXA-48 - OXA-48 60 IncL + A
OXA-48
4 Ec U/ST nuevo OXA-48 - OXA-48 60 IncL + A Kp I/ST15 OXA-48 CTX-M-15 60 IncL + A
+CTX-M-15
Kp A/ST11 OXA-48 - OXA-48 60 IncL + A
5 Ka A O0XA-48 CTX-M-213 OXA-48 60 IncL + A
Ec W/ST nuevo OXA-48 CTX-M-9 OXA-48 60 IncL + A
Kp A/ST11 OXA-48 CTX-M-15 OXA-48 60 IncL + A
6 Kp A/ST11 OXA-48 CTX-M-15 OXA-48 60 IncL + A
Ec Y/ST nuevo OXA-48 - OXA-48 60 IncL + A
; Kp A/ST11 O0XA-48 CTX-M-15 OXA-48 60 IncL + A Kp A/ST11 OXA-48 CTX-M-15 OXA-48 60 IncL + A
Ko H OXA-48 - OXA-48 60 IncL + A cf D OXA-48 - OXA-48 60 IncL + A
s Kp N/ST628 OXA-48 CTX-M-15 OXA-48 60 IncL + A Kp N/ST628 OXA-48 CTX-M-15 OXA-48 60 IncL + A
Ec H/CC10*  OXA-48 - OXA-48 60 IncL + A Ec H/CC10* OXA-48 - OXA-48 60 IncL + A
0 Kp U/ST1197 OXA-48 - OXA-48 60 IncL + A Ec M/ST23 OXA-48 CTX-M-1 OXA-48 60 IncL + A
cf B OXA-48 - OXA-48 60 IncL + A cf B OXA-48 - OXA-48 60 IncL + A
1 Ko G OXA-48 CTX-M-15 OXA-48 60 IncL + A - - - - - - - - -
Ec 1/ST453 OXA-48 - OXA-48 60 IncL + A - - - - - - - - -
Kp A/ST11 OXA-48 CTX-M-15 OXA-48 60 IncL + A
11 Ec T/STnuevo OXA-48 CTX-M-14 OXA-48 60 IncL + A
Ec T/ST nuevo OXA-48 CTX-M-14 OXA-48 60 IncL + A
1 Kp G/ST 405 OXA-48 CTX-M-15 OXA-48 60 IncL + A - - - - - - - - -
Ec Q/NT OXA-48 - OXA-48 60 IncL + A - - - - - - - - -

"PBRT indica la clasificacién de los plasmidos acorde a su grupo de incompatibilidad (Inc).
? PCR indica la amplification de los 3 genes: repA, traU y parA.

*CC10= Nueva variante de ST10.

TC= Transconjugante; TM= Transformante.




Tabla 26. Continuacion.

Primer cultivo positivo

Segundo cultivo positivo

Paciente Especie Patrén Genes Genes TC/TM — Plasmidos Especie Patréon  Genes Genes TC/TM — Plasmidos
bacteriana PFGE/ST  CP BLEE Tamafo oot pog?  Perfil |bacteriana PFGE/ST — CP BLEE Tamafio oo peoge  Perfil
(kb) RFLP (kb) RFLP

s Kp FIST302  OXA48  CTXM15  DXAUSE g IncL + A Kp FIST302  OXA48 CTXM-15  OXASE g0 IncL +
Ec 8/NT OXA-48 - OXA-48 60 IncL + A Ec SINT ~ OXA-48 - OXA-48 60 IncL + A
Kp E/STI5  OXA-48 - OXA-48 60 IncL + A - - - - - - - - -
1 Ec A/STI0  OXA-48 - OXA-48 60 IncL + A - - - - - - - - -
Kp D/ST307 OXA-48 CTX-M-15 OXA-48 60 IncL + A Kp D/ST307 OXA-48 CTX-M-15  OXA-48 60 IncL + A
13 Ec V/ST nuevo  OXA-48 - OXA-48 60 IncL + A Ec V/ST nuevo OXA-48 - OXA-48 60 IncL + A
16 Kp AISTI1  OXA-48 CTX-M-15  OXA-48 60 IncL + A Kp ASTIL - OXAAS - CIXMAS - OXA-48 60 tnel * A
Ec P/ST6083  OXA-48 - OXA-48 60 IncL + A
Kp R/STI51  OXA-48 - OXA-48 60 IncL + A - - - - - - - - .
1 Ec A/STI0  OXA-48 CTX-M-15 OXA-48 60 IncL + A - - - - - - - - .
Kp E/STI5  OXA-48 - OXA-48 60 IncL + A Kp E/STI5  OXA-48 - OXA-48 60 IncL + A
18 Ec A/ST10  OXA-48 - OXA-48 60 IncL + A Ec A/ST10  OXA-48 - OXA-48 60 IncL + A
Kp JIST307  OXA-48 CTX-M-15 OXA-48 60 IncL + A Kp JIST307  OXA-48 CTX-M-15  OXA-48 60 IncL + A
v Ec JIST354  OXA-48 - OXA-48 60 IncL + A Ec JIST354  OXA-48 - OXA-48 60 IncL + A
Kp A/STI1  OXA-48 CTX-M-15 OXA-48 60 IncL + A - - - - - - - - .
20 Ec /ST453  OXA-48 - OXA-48 60 IncL + A - - - - - - - - -
21 Kp Y/ST nuevo  VIM-1 - VIM-1 60 IncL + A Ec L/ST410  VIM-1 - VIM-1 60 IncL + A
22 cf B VIM-1  CTX-M-15 VIM-1 60 IncL + A Ko F VIM-1 - VIM-1 60 IncL + A
23 Ec R/ST6440  KPC-3 - KPC-3 60 IncN - B Kp Q/ST34  KPC-3 - KPC-3 60 IncN - B

"PBRT indica la clasificacién de los plasmidos acorde a su grupo de incompatibilidad (Inc).
? PCR indica la amplification de los 3 genes: repA, traU y parA.

*CC10= Nueva variante de ST10.

TC= Transconjugante; TM= Transformante.




Resultados

4. Transferabilidad de genes de resistencia y caracterizacion de plasmidos

Los genes blaoxa-as, blaym.1 y blakpcs se transfirieron con éxito a la cepa receptora
E. coli J53 Azide® en todos los casos excepto en la especie Kluyvera spp. A partir de
los dos aislamientos de Kluyvera spp. se obtuvieron por choque térmico transformantes
E. coli-DHASa portadores de OXA-48. La digestiéon con la endonucleasa S1 y los
experimentos de hibridacion revelaron que blaoxa.as, blaym1 y blaxpcs residian en
plasmidos transferibles de aproximadamente 60 kb, tanto en las cepas wildtype como en
los transconjugantes (TC) y transformantes (TM) obtenidos en el paso anterior

(Figura 47).

Figura 47. Digestion con la endonucleasa S1 de los aislados salvajes y sus respectivos
transconjugantes.

Los transconjugantes y transformantes que contenian los pldsmidos con los
genes blapxa-ag y blayn.; amplificaron mediante PCR para el grupo de incompatibilidad
IncL y para los genes repA, parA 'y traU, relacionando por tanto todos estos pldsmidos
con el plismido IncL/M-pOXA-48a anteriormente descrito [142]. En los TC

procedentes de los aislados de K. pneumoniae-OXA-48 de los pacientes 4 y 13 se
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detectd también blacrtx-m-15 €n el mismo pldsmido que el gen blapxa-4s. En uno de los
transformantes obtenidos a partir de Kluyvera spp. se detectd un gen blarox-g €en un
plasmido pequefio de ~10 kb. Los patrones de RFLP obtenidos por digestiéon con las
enzimas Dral y Hpal mostraron perfiles de restriccion comparables entre todos estos
plasmidos portadores de OXA-48 y VIM-1 (perfil A) (Figura 48). Por otro lado, los
plasmidos de ~60 kb portadores del gen blagpc3 no amplificaron para los genes repA,
traU y parA, y siguiendo el esquema PRBT se les asign6 el grupo de incompatibilidad
IncN. Los perfiles de restriccion de estos pldsmidos portadores de KPC-3 fueron
diferentes de los obtenidos a partir de los pldsmidos con OXA-48 y VIM-1, aunque

estuvieron relacionados entre si (perfil B).

Figura 48. Digestion con Hpal (izquierda) y Dral (derecha) del ADN plasmidico
purificado a partir de los transconjugantes y transformantes.

En general, como se observa en la Tabla 27, en los TC-OXA-48 se detectaron
elevados porcentajes de resistencia a los antibidticos carbapenems (70% ertapenem,
60% imipenem y 19% meropenem). Al contrario que las cepas salvajes, estos
TC-OXA-48 mostraron una elevada sensibilidad a las cefalosporinas de amplio espectro

y al aztreonam. Por otra parte, todos los transconjugantes portadores de pVIM vy
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Resultados

pKPC-3 mostraron resistencia a los carbapenems y a las cefalosporinas de amplio

espectro.

Tabla 27. Resistencia a antibidticos de las EPC recogidas de pacientes cocolonizados y
los transconjugantes y transformantes obtenidos a partir de estos aislados.

OXA-48 VIM-1 KPC-3
Antibidticos WT TC/TM WT TC WT TC
N° (%) N° (%) N° (%) N° (%) N® (%) N® (%)
AMC 43(100)  43(100) 4(100) 4(100) 2 (100) 2 (100)
PIP/TZ 43(100) 43 (100) 4(100) 4(100) 2 (100) 2 (100)
CTX 30(69.8)  6(13.9) 4(100) 4(100) 2 (100) 2 (100)
CAZ 26(60,5)  6(13,9) 4(100) 4(100) 2 (100) 2 (100)
FEP 24 (55.8) 3(7.0) 4(100) 2 (50) 2 (100) 2 (100)
AZT 24(558)  5(11,6) 1(25) 1(25) 2 (100) 2 (100)
IMP §(18.6)  26(60,5) 1(25) 4(100) 2 (100) 2 (100)
MER 27(62.8)  8(18,6) 3 (75) 3 (75) 2 (100) 2 (100)
ERT 43(100) 30 (69,8) 2 (50) 3 (75) 2 (100) 2 (100)
GEN 22 (51,2) 2 (4,6) 2 (50) 0(0) 0(0) 0(0)
TOB 22 (51,2) 12.3) 4(100) 0(0) 0(0) 0(0)
AMK 1(2.3) 0(0) 1(25) 0(0) 0(0) 0(0)
cIp 30 (69.8) 12.3) 3 (75) 0(0) 2 (100) 0(0)
SXT 29 (67.4) 12.3) 3 (75) 0(0) 2 (100) 0(0)
TIG 2 (4,6) 12.3) 1(25) 0(0) 0(0) 0(0)
FOS 31 (72,1) 0(0) 3 (75) 0(0) 2 (100) 0(0)
COL 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)

WT= Wildtype; TC=Transconjugantes; TM=Transformantes.

AMC=Amoxicilina-4acido clavulanico; PIP/TZ=Piperacilina-tazobactam; CTX=Cefotaxima;
CAZ=Ceftazidima; FEP=Cefepime; AZT=Aztreonam; IMP=Imipenem; MER=Meropenem;
ERT=Ertapenem; GEN=Gentamicina; TOB=Tobramicina; AMK=Amikacina; CIP=Ciprofloxacino;
SXT=Trimetoprim-sulfametoxazol; TIG=Tigeciclina; FOS=Fosfomicina; y COL=Colistina.
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Capitulo 3

Primera descripcion de aislados de Kluyvera spp. productores de

O0XA-48 y CTX-M-213.

En este capitulo se describe la adquisicion de blapxa-as por aislados de Kluyvera spp.
mediante transferencia lateral de un plasmido relacionado con IncL/M-pOXA-48a y su
posterior diseminacién interpaciente a través de un unico clon. Ademads, se describe y
caracteriza la nueva variante cromosémica CTX-M-213 cuyo gen responsable estd

presente en estos mismos aislados.
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Resultados

1. Identificacion de los aislados bacterianos v datos clinicos

Entre abril de 2014 y julio de 2015 se detectaron seis pacientes colonizados con
Kluyvera spp. productora de OXA-48 en tres servicios de nuestro hospital

(Gastroenterologia, Neumologia y Urologia).

Los seis aislados fueron inicialmente identificados como Kluyvera ascorbata
mediante espectrometria de masas (MALDI-TOF MS), aunque con unos grados de
identidad que confirmé dnicamente la identificacién a nivel de género (1,7-2) (Tabla
28). En tres aislados, la identificacion como Kluyvera georgiana mostré indices
inferiores a los obtenidos para K. ascorbata y en otros tres casos no se obtuvieron

coincidencias (Tabla 28).

Tabla 28. Grados de identidad en la identificacion por MALDI-TOF MS de los
aislados de Kluyvera spp. recogidos durante el proyecto R-GNOSIS.

Kluyvera spp. KA1 KA2 KA3 KA4 KAS KA6
K. ascorbata 1,73 1,76 1,87 1,82 1,92 1,81
K. georgiana 1,71 - - - 1,73 1,81

Por otro lado, la identificacion basada en la amplificacién y secuenciacién del gen
ADNr 16S tampoco permitié discriminar a nivel de especie, ya que se obtuvo un 100%

de identidad tanto con K. ascorbata como con K. georgiana.

La mediana de edad de estos pacientes fue 75 afios (rango=59-81) y cuatro de ellos
fueron varones. La mediana de dias de ingreso (LOS) fue de 15 dias (rango= 9-40 dias)
y de 11,5 dias (rango=1-41 dias) hasta la deteccion de la colonizacion por Kluyvera spp.
productora de OXA-48 (LOS-Ka). En dos pacientes, los aislados de Kluyvera spp.-
OXA-48 se encontraron colonizando junto con otras especies de enterobaterias
productoras de OXA-48: R. ornithinolytica (paciente 2) y E. coli y K. pneumoniae
(paciente 5) (Capitulo 2). Los datos de los pacientes y las caracteristicas principales de

los aislados se recogen en la Tabla 29.

Todos los pacientes, excepto el paciente 5, tuvieron un cultivo de vigilancia
epidemioldgica negativo al ingreso y la colonizacidon por Kluyvera spp.-OXA-48 fue
detectada en una de las muestras semanales (paciente 3) o al alta (pacientes 1, 2, 4 y 6).
Excepto el paciente 2, todos habian tenido hospitalizaciones previas en nuestro hospital,

durante las que se habia recogido al menos un cultivo negativo para EPC.
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Tabla 29. Datos recogidos de los pacientes colonizados por Kluyvera spp. productora de OXA-48,
caracteristicas fenotipicas y genotipicas de los aislados y caracterizacion plasmidica de los
transformantes con OXA-48 obtenidos.

KA1 KA2 KA3 KA4 KAS KA6
Pacientes 1 2 3 4 5 6
Edad (afios) / Sexo 76 / varén 81 / varén 64 / varén 73 / mujer 80 / varén 59 / mujer
Servicio Gastroenterologia ~ Neumologia Urologifa  Gastroenterologia Neumologia Urologia
Fecha aislamiento abril 2014 abril 2014 agosto 2014 diciembre 2014  septiembre 2014 jul-15
LOS (dias) 40 9 14 16 29 8
LOS-Kg (dias) 41 10 13 16 1 9
Cocolonizacion - Ro - - KpyEc -
Motvodeingrso SIS b Ot Ko eomonis - Sonptinets
Muestra clinica No No No No No No
CMIs (ug/mL)
AMP >16 >16 >16 >16 >16 >16
AMC >16/8 >16/8 >16/8 >16/8 >16/8 >16/8
PIP/TZ >64 >64 >64 64 >64 64
CF >16 >16 >16 >16 >16 >16
Cz >16 >16 >16 >16 >16 >16
CXM >16 >16 >16 >16 >16 >16
FOX 16 <=8 16 <=8 <=8 <=8
FEP <=1 <=1 <=1 <=1 <=1 <=1
CTX >32 8 16 <=1 32 16
CAZ >16 >16 >16 <=1 >16 >16
IMP <=1 <=1 <=1 <=1 2 <=1
ERT 2 1 4 4 2 2
MER <=1 <=1 1 2 <=1 <=1
Otras corresistencias - CIP, SXT CIP, SXT CIP, TIG SXT -
Genes de resistencia
blacarbapenemasa blaoxa.as blaoxa.as blaoxa.as blaoxa.as blaoxa.as blaoxa.as
blagy g blactx-ma13 blacrx-m213 blactx-ma13 blactx-ma13 blacrxm213 blacrx-ma13
Otros - blagox.g - - - -
Plasmidos (TM)
CAZ,CTX, IMP, ERT,
Perfil de resistencia ERT, MER MER MER IMP, ERT, MER MER MER, ERT
Genes de resistencia blaoxa.ss lzl;la(:;‘; ;8 blaoxa.ss blaoxa.ss blaoxa.as blaoxa.as
Tamaiio (kb) ~60 ~60 ~60 ~60 ~60 ~60
Grupo de
Incompatibilidad IncL IncL IncL IncL IncL IncL
PCR
(repA, traU, parA) + + + + + +
Patrén RFLP A A A A A A
CMI=Concentracién minima inhibitoria; AMP=Ampicilina;, AMC=Amoxicilina- 4cido clavuldnico; PIP/TZ=Piperacilina-

tazobactam;
CAZ=Ceftazidima;
SXT=Sulfometoxazol.

CF=Cefalotina;
IMP=Imipenem;

CZ=Cefazolina;
MER=Meropenem;

CXM=Cefuroxima;
ERT=Ertapenem;

148

FOX=Cefoxitina;
CIP=Ciprofloxacino;

FEP=Cefepime;
TIG=Tigeciclina; 'y

CTX=Cefotaxima;



Resultados

Como se describi6 en la Figura 40 (Capitulo 1), a pesar de haber sido localizados en
distintos servicios hospitalarios y en meses diferentes, todos los aislamientos exhibieron
un patrén de PFGE muy relacionado, con un nivel de similitud >95%, por lo que se

consideraron pertenecientes al mismo clon.

2. Caracterizacion genotipica v fenotipica de la resistencia

La amplificacién por PCR demostro la presencia de blapxa-ag y la coproduccion de una
enzima del grupo CTX-M-9 en todos los aislados de Kluyvera spp. La secuenciacion
mostré que todos los aislamientos albergaban una nueva variante cromosdmica de
CTX-M, diferente de CTX-M-13 en una unica sustitucién aminoacidica en la posicién
56 (Lys-56-Glu) (Figura 49). La nueva variante fue anotada y numerada en la base de

datos de NCBI como CTX-M-213 (MH094805).

CTX-M-13 MVTKRMORMMFAAAACIP LLLGSAP LYAQT SAVQQKLAALEKS SGGRLGVALI DTKDN TO
KAl MVTKRVORMMFAAAACIP LLLGSAP LYAQT SAVQQKLAALEKS SGGRLGVALIDTEDNTQ
KA2 MVTKRVORMMFAAAACIP LLLGSAP LYAQT SAVQQKLAALEKS SGGRLGVALIDTEDNTQ
KA3 MVTKRVORMMFAAAACIP LLLGSAP LYAQT SAVQQKLAALEKS SGGRLGVALIDTEDNTQ
KA 4 MVTKRVORMMFAAAACIP LLLGSAP LYAQT SAVQQKLAALEKS SGGRLGVALI DTEDNTQ
KAS5 MVTKRVQRMMFAAAACIP LLLGSAP LYAQT SAVQQKLAALEKS SGGRLGVALIDTEDNTQ
KA G MVTKRVORMMFAAAACIP LLLGSAP LYAQT SAVQQKLAALEKS SGGRLGVALIDTEDNTQ

hhkkhk Ak ehkkhkk kA k hkhk hkhkk Ak hhkhk khk dkhk hkk Ahkkhkhk hkkhkk dkxhkkk kk khxk kkhkk *kx x*k K% *x%

Figura 49. Alineamiento parcial de las secuencias aminoacidicas de los genes
blactx-m-13 Y blactx-m-213 de todos los aislados de Kluyvera spp. En rojo estd marcada la
sustitucion de aminoacido (KS6E) detectada en la variante CTX-M-213 respecto al gen
blactx-m-13.

Todos los aisladosde Kluyvera spp. fueron resistentes a ampicilina, amoxicilina-
acido clavulanico, cefalosporinas de primera generacion (cefazolina y cefalotina),
cefuroxima y ertapenem (rango 1-4 mg/L). En todos los casos, excepto el aislado KA4,
presentaron resistencia a cefotaxima (83,3%; >16 mg/L) y ceftazidima (83,3%; rango 8-
>32 mg/L). Los carbapenémicos imipenem y meropenem, al igual que cefepime,
mostraron valores de CMI sensibles en el 100% de los aislados. Como se observa en la
Tabla 29, en cuatro casos se observd corresistencia a otros antimicrobianos (50,0%

ciprofloxacino, 50,0% sulfometoxazol y 16,7% tigeciclina).

3. Tipado de plasmidos

Mediante choque térmico se obtuvo de cada aislado de Kluyvera spp. un transformante

con blapxa4s. Las técnicas de hibridacion-S/ y PCR para el tipado de plasmidos
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(esquema PBRT y genes repA, traU y parA) mostraron que el gen blaoxaas se
localizaba, tanto en la cepa salvaje como en los transformantes, en un pldsmido IncL de
aproximadamente ~60 kb (Figura 50a), relacionado con el plasmido IncL/M-pOXA-48a
previamente descrito [142]. Ademads, la digestion con las enzimas de restriccion Hpal y
Dral del ADN plasmidico purificado a partir de los seis transformantes mostr6 perfiles

de restriccion comparables entre todos ellos (Figura 50b).

Todos los transformantes fueron resistentes a meropenem, mientras que la
resistencia a ertapenem (66,7%) e imipenem (33,3%) fue variable. El transformante
obtenido a partir del aislado KA2 (KA2-TM) presentd también resistencia a ceftazidima
y cefotaxima. Entre los transformantes no se detectd corresistencia a ninguin otro

antimicrobiano (Tabla 29).

2) S TR S AEe b) I 8
SSSs R le Bron =

Pererrere

Figura 50. a) Imagen de la hibridacién-S1 del gen blapxa.4s en todos los aislados de

Kluyvera spp. y sus respectivos transformantes; y b) digestion con Dral del ADN
plasmidico purificado a partir de los seis transformantes.

4. Fenotipo de resistencia de blacrx-m-213

Los experimentos de clonacion y mutagénesis dirigida de sitio nos permitieron obtener
células transformantes E. coli DH5-a que albergaban plasmidos portadores de los genes

blaCTX_M_213 (pCTX-M-213) (0] blaCTX_M_13 (pCTX—M— 1 3)

Los valores de CMI para ambas cepas mostraron que la glutamina en la posicién 56
del gen blacrx-m213 era responsable de la actividad ligeramente inferior a la de
CTX-M-13 frente a los antibidticos estudiados. La variante CTX-M-213 expresé
resistencia frente a cefotaxima, pero a diferencia de CTX-M-13, fue sensible a

ceftazidima, cefepime y amoxicilina-clavuldnico (Tabla 30).
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Tabla 30. Valores de CMI de los antibidticos B-lactdmicos en los transformantes
productores de CTX-M-213 y CTX-M-13, y la cepa isogénica E. coli-DH5a.

A Rango de CMI (mg/L)
ntibidtico E. coli-DHASa E. coli-DHAS5a .
(pCTX-M-213) (pCTX-M-13) /%GR
AMX 256 256 <8
AMC 34 12 <8
PIP/TZ 1-1,5 0,5-1 0,5

CXM 256 256 0,125

FOX 3-6 1,5-6 0,125

FEP 1-1,5 1,5-8 <0,06

CTX 3-8 16-24 <0,06

CAZ 0,38 0,75-1 <0,06

IMP 0,19-0,25 0,125-0,19 0,125

ERT 0,008-0,012 0,012-0,016 0,0625

MER 0,012-0,032 0,016-0,032 0,125
"CMI=Concentracion minima inhibitoria, AMX=Amoxicilina; AMC=Amoxicilina-dcido clavulanico;
PIP/TZ=Piperacilina-tazobactam; CXM=Cefuroxima; FOX=Cefoxitina; FEP=Cefepime;

CTX=Cefotaxima; CAZ=Ceftazidima; IMP=Imipenem; ERT=Ertapenem; y MER=Meropenem.

5. Secuenciacion genomica y analisis bioinformatico

La secuencia del genoma completo de la cepa KA2 fue incorporada a la base de datos
de GenBank (PYHOO01000100.1). El anélisis comparativo de KA2 con las 9 secuencias
de Kluyvera spp. encontradas en la base de datos GenBank, revel6 un genoma comun

(core genome) de 616933 pb que incluia 69272 SNPs (Figura 51).

K_ascorbata ATCC_33433_GKAS_(JMPL01000001.1)

K_intermedia_ NBRC_102594-ATCC_33110_(BCYS01000001.1)

— K_cryocrescens_L2_(LGHZ01000001.1)

— K_cryocrescens_NBRC_102467_(BCTM01000001.1)

Kluyvera_sp_KA2_(PYHO01000100.1)

K_georgiana_YDC799_(CP022114.1)

K_georgiana_ATCC_51603_(LXEU01000001.1)
K_ascorbata_WCH1410_(LSME01000001.1)

—  K_intermedia_CAV1151_(CP011602.1)

e Kluyvera_sp_Nf5_(PYTY01000099.1)
Tree scale: 0.1 ———

Figura 51. Arbol filogenético del core genome de KA2 (recuadrada en rojo) y las 9
cepas de referencia de la base de datos GenBank. Las unidades de la escala son cambios
nucleotidicos (SNPs) por posicion.
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En el arbol filogenético (Figura 51) observamos que la cepa KA2 mantenia una
mayor relacion evolutiva con las cepas K. georgiana de la base de datos que con otras

especies del género Kluyvera.

El andlisis del genoma completo de KA2 demostro la presencia del gen blapxa.ag en
un plasmido IncL./M de ~63,5 kb, el gen cromosémico responsable de la nueva variante
CTX-M-213, un gen pbp2 cromosémico, dos genes de resistencia a aminoglucdsidos
codificados en un integron de clase 1 (sull y aadA2) y el gen blarox-g localizado en un

plasmido IncQ de ~9 kb.

El gen blacrx-m213 se localizO en una regidon cromosOmica conservada
correspondiente al gen constitutivo blacrx.m del género Kluyvera (Figura 52a). Esta
regién compartié una sintenia similar con otra secuencia de K. ascorbata (WCH1410),
portadora de una variante diferente de CTX-M (NZ_LSME00000000). Se encontré una
region de 3072 pb con el gen blacrx-m y cuatro genes hipotéticos, con una identidad del
99% con un pldsmido portador de CTX-M-9 (pKnNDM1) procedente de R. planticola
(NC 023911) (Figura 52a). Esta region de ~3 kb se encontré también con un 99% de
similitud en plasmidos de otras especies: E. cloacae pMRVIMO0813 (KP975077.1),
E. cloacae pQC (DQ108615.1) y E. coli pMSP0O71 (AF174129.3) (Figura 52b).

Tras el analisis con el programa PlasmidFinder se identificaron 3 pldsmidos
clasificados como IncF (~177 kb), IncQ (~9 kb) e IncL/M (~63,5 kb) en la cepa KA2.
Acorde con los resultados obtenidos mediante S1-PFGE, la secuenciacion revel6 que el
plasmido IncL/M portador de blapxa-as, pPOXA-48, tenia un tamafio de 63678 pb, y que
era idéntico (cobertura 100%, identidad 99%) a cuatro plasmidos previamente descritos:
3 procedentes de K. pneumoniae [pKpn-EI1.Nr7 (63581 pb) (CP018461.1),
pKp_Goe_795-2 (63593 pb) (KC757416.2) y pKPoxa-48N1 (62592 pb)
(KM406491.1)] y otro de E. coli [pEC745_0OXA48 (63544 pb) (CP015075.2)].
Asimismo, se analizaron los 87 ORF (“open reading frame”’=marco abierto de lectura)
detectados en pOXA-48 (Figura 53). Entre ellos se identificaron 43 proteinas
hipotéticas con funciones desconocidas y otras 44 proteinas con diversas funciones tales
como mecanismos de defensa [blaoxa.4s (B-lactamasa), relB (componente antitoxina),
mrr (endonucleasa de restriccidn), vapl (sistema de mantenimiento del pldsmido)],
replicacion del plidsmido o recombinaciéon [(dinBI (ADN polimerasa), xerD

(recombinasa especifica de sitio), radC (proteina de reparacién de ADN), ssb (proteina
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de unién al ADN) y repA, repB yrepC (replicas)], transferencia conjugativa [traH-traJ,
tral-traR, traU, traW, trbA y trbC] o secrecion y transporte [mobA-mobC] (Figura 53).

En la cepa secuenciada, junto con el pldsmido pOXA-48 se detectd la presencia de
un megaplasmido IncF, pKA2_2 (177186 pb) que mostr6 similitud con dos pldsmidos
de la base de datos: el primero, unnnumedl (231294 pb) procedente de la cepa
FDAARGOS_431 de R. ornithinolytica (CP023893.1) (cobertura 47%, identidad 99%);
y el segundo, pOZ172 (127005 pb) de la cepa B38 de C. freundii (CP016763.1)
(cobertura 51%, identidad 99%) (Figura 54). Entre los 164 ORFs contenidos en
pKA2_2, se describieron 83 como proteinas hipotéticas y las otras 81 como proteinas
con funciones conocidas: mecanismos de defensa [ardA (proteina antirrestriccion),
hsdM (sistema de restriccién-modificacion tipo I), AsdS (endonucleasa de restriccion),
mcrB (endonucleasa de restriccion especifica de metilcitosina), acrB-mdtA (bombas de
expulsion de madaltiples farmacos), stbD (componente antitoxina)], replicacion y
recombinaciéon [pine (DNA recombinasa especifica del sitio), yhdJ (metilasa de
modificacién del ADN), recD (exonucleasa), xerC, xerD (recombinasas especificas del
sitio), dinP (DNA polimerasa)]y secrecion y transporte [virB4, traD (sistemas de
secrecion tipo IV)]. Ademds, se observé que este plasmido portaba también diferentes
genes relacionados con el transporte de iones inorgdnicos y la resistencia a metales
pesados [zitB y czcA (proteina de la bomba de eflujo de cobalto-zinc-cadmio), mgtA
(ATPasa transportadora de magnesio), ftn (ferritina), fepC(sistema de transporte de
Fe**-sider6foros]. Como se describe en la Figura 54, el contenido genético de pKA_2 se
caracteriz6 totalmente, aunque debido al alto nimero de transposasas encontradas en

este plasmido, su secuencia no pudo cerrarse completamente.

El tercer plasmido localizado en KA2, pKA2_3 (IncQ, 8789 pb), compartié una
cobertura del 68% y 99% de identidad con otros plasmidos pequefios de ~9 kb
procedentes de Aeromonas_hydrophila_AO1 (pBRST7.6), K. pneumoniae_I1212
(pKPSH212), e incluso de una bacteria no cultivada (pGNB2) (EU925817, KT896501
yDQ460733, respectivamente). El contenido genético de este pldsmido incluyé 8 ORFs
que codificaban 2 proteinas de funcién no conocida, una con funcién de defensa con
actividad antimicrobiana [blarox.s, (B-lactamasa de clase C)], dos con funciones de
replicacion y recombinacién [repA, repC (proteinas reguladoras)], dos relacionadas con
secrecion y transporte [mobC, mobD (relaxasas)] y una implicada en el mobiloma

[1S4-like (secuencia de insercion)] (Figura 54).
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Figura 52. Mapa lineal del contexto genético de blactx-m-213 respecto a otras regiones
relacionadas encontradas en las bases de datos del genoma. Las regiones sombreadas en
amarillo indican una identidad de entre el 69% y el 100% (a). Un fragmento de ~42 kb
adyacente del gen blacrx-m-213 de la cepa KA2 se compard con los genomas completos
de Kluyvera spp. de las bases de datos y se obtuvo una alta identidad con una regién
conservada del genoma de ~3 kb del plasmido pKnNDMI1 de R. planticola. Esta misma
region se encontrd también en otros pldsmidos con distintos porcentajes de cobertura e
identidad (b).
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Figura 53. Caracteristicas principales del pldsmido pOXA-48 detectado en la cepa
155

KA2. El circulo negro interno representa la secuencia de pOXA-48 y los circulos
externos de color los alineamientos con plasmidos de referencia. Las flechas representan
los genes e indican la orientacion de los mismos. Las flechas grises se corresponden con

proteinas hipotéticas de funcién desconocida, y los colores restantes representan la
funcién del gen segiin la clasificaciéon de la base de datos COG. Kp=K. pneumoniae;

Ec=E. coli.
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Figura 54. Caracteristicas principales de los plasmidos pKA2_2 y pKA2_3 detectados en
la cepa KA2. El circulo negro representa la secuencia de los plasmidos pKA2_2 (IncF) y
pKA2_3 (IncQ) detectados en KA2, y los circulos externos de color los alineamientos de
ambos con plasmidos de referencia. Las flechas representan los genes e indican la
orientacion de los mismos. Las flechas grises se corresponden con proteinas hipotéticas de
funciéon desconocida y los colores restantes representan la funcion del gen segin la
clasificacion de la base de datos COG. En el plasmido pKA2_2, las lineas rojas
discontinuas indican los puntos donde las secuencias no se cerraron (Cf= C. freundii; Ro=
R. ornithinolytica; Ahy=Aeromonas hydrophila; Kp=K. pneumoniae)
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Capitulo 4

Brote por Klebsiella pneumoniae productora de NDM-1, CTX-M-15 y
DHA-1.

En este Capitulo se describe un brote por K. pneumoniae productora de NDM-1,
CTX-M-15 y DHA-1 en el Servicio de Neurocirugia entre septiembre de 2015 y febrero
de 2016. Previamente al brote, no se habian detectado casos de colonizacién y/o
infeccién por microorganismos productores de NDM en el Hospital Universitario

Ramon y Cajal.
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1. Descripcion epidemiologica del brote v medidas de control

1.1. Evolucion del brote y caracteristicas de los pacientes

El posible caso indice (paciente 1) fue un varén de 36 afios de origen pakistani y
residente en nuestro pais, que fue traslado desde el aeropuerto de Adolfo Suarez-Barajas
e ingresado en el Servicio de Neurocirugia de nuestro hospital el 26 de agosto de 2015.
Este paciente habia recibido atencion sanitaria en su pais de origen tras sufrir un
accidente de trafico en noviembre de 2014. El 15 de septiembre fue intervenido
quirurgicamente en nuestro hospital y el 23 de octubre fue traslado a un hospital de
Valencia, lugar de residencia del paciente. El dia 22 de septiembre de 2015 se aisl6 a
partir de un cultivo de vigilancia (torunda rectal) un aislado K. pneumoniae (Kp) con un
fenotipo multirresistente compatible con una carbapenemasa de tipo metalo-B-lactamasa
(aislado 1A). El sistema eazyplex® SuperBug CRE demostré que el aislado 1A era
productor de NDM-1 y coproductor de una CTX-M del grupo 1.

El 22 de septiembre de 2015 se confirm6 también crecimiento de una
K. pneumoniae con el mismo perfil de multirresistencia en una muestra rectal
procedente de un segundo paciente (paciente 2), un varén de 68 afios que compartia
habitacion (Hab-A) con el caso indice. El mismo dia, se recogié una muestra clinica
(orina) de dicho paciente en la que también crecié una K. pneumoniae productora de

metalo-B-lactamasa que fue posteriormente confirmada como NDM-1.

Ante los primeros aislamientos de Kp-NDM en el Hospital Ramén y Cajal se
analizaron de forma restrospectiva todos los aislados de EPC recogidos en el Servicio
de Neurocirugia en las semanas previas al 22 de septiembre. Este andlisis permitid
identificar otra muestra positiva con este mismo fenotipo de resistencia (Kp-NDM)
procedente del paciente 2 con fecha del 10 de septiembre de 2015 (aislado 2). El 26 de
octubre del mismo afio se identificé en el paciente 1 un segundo aislado Kp-NDM-1 con
un perfil de multirresistencia distinto al primero (aislado 1B). Los siguientes casos de
colonizacién con Kp-NDM-1 ocurrieron entre noviembre de 2015 y febrero de 2016

(Figura 55).

El 27 de noviembre y el 2 de diciembre, se recogieron del paciente 4 dos muestras

clinicas, un broncoaspirado y una orina, respectivamente, en las que también se aisld
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Kp-NDM-1. Cabe destacar que ambos tipos de muestras se habian recogido en las
semanas previas y el resultado habia sido negativo. El 21 de enero de 2016 también se
aislé una EPC-NMD-1 en una muestra de orina del paciente 7. En total, entre los 9
pacientes del brote, 3 presentaron infecciéon por una EPC-NDM-1 (33,3%). No se
encontraron diferencias significativas entre esta tasa de infeccion y la detectada en los

pacientes no colonizados por cepas productoras de NDM-1 (16,3%; 25/153).

En los pacientes 7 y 8 también se detectd colonizacién por enterobacterias
productoras de otros tipos de carbapenemasas: aislado 7B (K. pneumoniae productor de
OXA-48), aislados 8B y 8C (K. pneumoniae productor de VIM-1) y aislado Ec-8D
(E. coli productor de VIM-1). Hay que resaltar que los aislados 7B y 8B se detectaron
colonizando simultineamente con los aislados 7A y 8A productores de NDM-1, el 14 y
10 de diciembre respectivamente. Por otro lado, los aislados 8C y Ec-8D se recogieron
el 2 de febrero de 2016, 54 dias después de la colonizacién de dicho paciente con Kp-

NDM-1 (aislado 8).

En tres pacientes se detectaron aislados de K. pneumoniae productores de BLEE
(pacientes 1, 2 y 4) en las semanas anteriores al brote. Sin embargo, en ningin caso se
detectd colonizacion previa con EPC. Hay que destacar que los 9 pacientes del brote,

incluido el caso indice, tuvieron una muestra negativa al ingreso.

En la Figura 55 se muestra la distribucion en el tiempo de todos los casos de
colonizacién con EPC del brote, los diferentes clones y las habitaciones donde

estuvieron ingresados los pacientes.

La mediana de edad de los pacientes colonizados con Kp-NDM-1 fue de 80 afios y
8 de ellos fueron hombres (88,9%; 8/9). La mediana de dias de ingreso (LOS) de estos
pacientes fue de 75 dias (rango 58-132) y de 36 dias (rango 27-75) hasta la deteccion
del primer aislado productor de NDM-1 (LOS-1). En el caso del paciente 1, los dias de
ingreso transcurridos hasta la deteccién de cocolonizaciéon con un segundo clon
productor de NDM-1 fue de 61 dias (LOS-2) (Tabla 31). La antibioterapia previa a la
deteccion de los aislados EPC-NDM-1 de los 9 pacientes se recoge en la Tabla 31.
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Paciente

ago-15 ’ sep-15 ‘ oct-15 ’ nov-15 dic-15 ene-16 feb-16
1 | 311 | 3001 | 311 | 301 | 311 \ 311 | 28
26-ago 22-sep 26-oct
5 |
05-ago 10-sep * 21-sep Orina
| I
09-sep 23-nov
. * 2-dic BAS
29-sep 27-10V % 27_nov Orina
| .
03-nov —— (3-dic
H H B s
09-nov 03-dic
| |
23-oct 03-dic _Hﬂlﬂc * 21-ene Orina
s
16-nov %ﬂic 02-feb
i
18-dic 21-ene

B xp NDM-1 H/ST437
B Kxp NDM-1 C/ST101
B Kp 0XA-48 A/ST11
BKp VIM-1 B/ST54

B xp VIM-1 X/ST908

* muestra clinica con Kp-NDM-1

B INGRESO

B Hab-A Hab-B

B Hab-c ¥ Hab-D
Hab-E B uab-r
Otras

Figura 55. Distribucién de casos durante el brote por K. pneumoniae-NDM-1+CTX-M-15+DHA-1 en el Servicio de Neurocirugia entre
septiembre de 2015 y febrero de 2016. Las cajas de colores indican la habitacién donde se encontraban hospitalizados los pacientes durante el
brote, el texto en negro las fechas de ingreso y el texto en color la fecha de deteccion de los primeros aislados correspondientes a cada clon. Los
asteriscos en rojo indican la fecha y los pacientes en los que se detecté una muestra clinica con EPC-NDM-1.



Tabla 31. Datos de los pacientes colonizados por K. pneumoniae productora de NDM-1.

Muestra

. .. Aislados 2c Antibioterapiaprevia
Paciente Sexo Edad Motivoingreso LOS LOS-1 LOS-2 NDM-1 clinica T S a g R — -
(+) NDM-1
Apofisalgia AMC (+14:+43), CF (+21:+22),
1 v 36 cervical >8 27 61 1A/1B CIP (+55:+58)
. . CF (+13), LEV (+29:433),
2 A% 68 Parkinson 76 36 - 2 Orina CAZ+LEV+VAN (+34:436)
Tumor CF (+6:48, +20:+21, +35:+37),
3 v 84 cerebral 5 59 ) 3 AMC (+45:461),CIP (+64:+69)
AMC (+1:+4),VAN+MER (+6:+15,
4 M 80 TCE 132 59 - 4 Orina y BAS +37:+45), MER (+16:+20), PIP/TZ
(+24:435), VAN+MER+CIP (+46:+52)
Lesion CTX+VAN+CAZ (+1:49),
S v 29 intracraneal 34 30 ) S VAN+CAZ (+10:430)
Crisis CAZ+VAN+MET (+1:+8),
6 v 87 epiléptica 65 24 i 6 AMC (+9:424)
7 A% 92 TCE 92 41 TA Orina CIP (+28:4+36)
Hemorragia VAN+MER (+12:413)
8 v 49 subaracnoidea 88 29 i A MER-+LIN (+14:+29)
Hematoma
9 A% 89 subdural 69 34 - 9 CIP (+2:+14)
crénico
Mediana 80 75 36 -

V=Varén; M= Mujer; LOS= Dias de ingreso; LOS-1=Dias de ingreso hasta la deteccién de la primera EPC-NDM-1; LOS-2= Dias de ingreso hasta la deteccién de la
segunda EPC-NDM-1; BAS= Broncoaspirado; TCE=Traumatismo craneoencefdlico; AMC=amoxicilina-dcido clavuldnico; CF= Cefazolina; CIP=Ciprofloxacino;

LEV=Levofloxacino;

LIN=Linezolid.

CAZ=Ceftazidima;

CTX=Cefotaxima;

VAN=Vancomicina;

MER=Meropenem; PIP/TZ=Piperacilina-tazobactam; MET=Metronidazol;



Resultados

Como hemos visto en el primer capitulo, la mediana de dias de ingreso (LOS) de
los pacientes procedentes del Servicio de Neurocirugia fue superior (p<0,01) a la de los
pacientes ingresados en las restantes unidades. Ademas, el tiempo transcurrido hasta la
deteccion de la colonizacion con una EPC (LOS-1) fue también mayor en este servicio
(p<0,01). Los pacientes colonizados por aislados productores de NDM-1 tuvieron
ingresos mds largos que los pacientes portadores de otras EPC (p<0,01) (Tabla 32). Si
comparamos los dias transcurridos hasta la detecciéon de la primera EPC (LOS-1),
encontramos que los pacientes con EPC-NDM-1 tardaron més tiempo en adquirir la
carbapenemasa, aunque esta vez solo se considerod significativa la diferencia respecto a

los pacientes portadores de EPC-OXA-48 (p<0,05) (Tabla 32).

Tabla 32. Datos recogidos de los pacientes del estudio R-GNOSIS en funcién de
la carbapenemasa producida.

LOS LOS-1
Carbapenemasa Me Rango p-value Me Rango p-value
~ O0XA48 14 1215 0002 7,5 1211 002
VIM-1 20,5 2-135 0,011 14 1-129 0,09
KPC-3 12 5-50 0,009 5 1-50 0,09
NDM 75 34-132 - 35 24-76 -
TOTAL 65 6-215 0,003 65,5 8-170 0,024

LOS= Dias de ingreso; LOS-1= Dias transcurridos hasta la deteccién de EPC-NDM-1.
p-value (EPC-NDM-1 vs. otras EPC).

1.2 Medidas de control

Tras la deteccion del brote, ademds de las medidas de precaucién estdndar y medidas de
aislamiento de contacto recomendadas por la CM [167], se llevaron a cabo medidas

adicionales:

- Limpieza en profundidad del todo el servicio, incluyendo habitaciones, cuartos de

medicacién, almacenes, despachos y control de enfermeria.

- Cribado a todos los pacientes ingresados en el servicio, con el fin de detectar

precozmente los casos y proceder al aislamiento de contacto lo antes posible.

- Refuerzo del cumplimiento de las precauciones estandar por parte de los profesionales

sanitarios, siendo la higiene de manos la medida principal.
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- Refuerzo del cumplimiento de las precauciones de contacto en todos aquellos
pacientes colonizados o infectados, tanto por parte de los familiares como por parte de

los profesionales sanitarios.

2. Caracterizacion de las EPC detectadas durante el brote

La caracterizacion genotipica por PCR y secuenciacién de todas las EPC del brote
demostré que todos los aislados con fenotipo NDM coproducian NDM-1, CTX-M-15 y
DHA-1.

Las técnicas de PFGE y MLST agruparon los aislados productores de NDM-1 en
dos perfiles de restriccion que se correspondieron con dos secuencias tipo (ST) distintas:
el clon H/ST437 (aislados 1A y 2) y el clon C/ST101 (aislados 1B, 3, 4, 5, 6, 7A, 8A 'y
9) (ver dendrograma de K. pneumoniae en Figura 31, Capitulo 1). Por otro lado, el
aislado 7B detectado en el paciente 7 fue identificado como el clon de algo riesgo de
K. pneumoniae ST11-OXA-48+CTX-M-15 (clon A). Los aislados de K. pneumoniae
(8B y 8C) y E. coli (Ec-8D) productores de VIM-1 procedentes del paciente 8 se
correspondieron con los siguientes patrones de PFGE y ST: clon B/ST54 productor de
VIM-1+SHV-28 (aislado 8B), clon X/ST908 productor de VIM-1 (aislado 8C) y clon
F/ST43 productor de VIM-1 (aislado Ec-8D).

Por otro lado, las enterobacterias productoras de BLEE que se recogieron en los
pacientes 1, 2 y 4, amplificaron el gen blactx-m.15 y todas ellas presentaron un perfil de
restriccion diferente a las EPC procedentes de los mismos pacientes, por lo que no se

incluyeron en la caracterizacion posterior.

Como se indica en la Tabla 33, todos los aislados Kp-NDM-1+CTX-M-15+DHA-1
fueron resistentes a los principales grupos de antibidticos, aunque se observaron
diferencias entre clones. Por ejemplo, los dos aislados del clon H/ST437 (aislados 1A y
2) fueron sensibles a amikacina y resistentes a trimetoprim-sulfametoxazol, mientras
que todos los aislados del clon C/ST101 mostraron resistencia a amikacina y
sensibilidad a trimetoprim-sulfametoxazol. Por otro lado, el aislado 2 fue el tnico que
mostro resistencia a tigeciclina y solo los aislados 3, 8A y 9 del clon C fueron sensibles

a fosfomicina.
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Tabla 33. Caracterizacion de las EPC procedentes de los pacientes del brote por K. pneumoniae productora de NDM-1.

itios B e T sy G O e
IMP MER ERT CAZ CTX FEP GEN TOB AMK CIP FOS TIG SXT COL
1A Kp 1 H 437  NDM-1 CT;I(—I_}Z{_IIS 8 >8 >4 >16 >32 >16 >8 >8 <8 >2 >32 <1 >2/38 <2
1B Kp 1 C 101 NDM-1 CT;;Z{;IS >8 >8 >4 >16 >32 >16 >8 >8 >32 >2 >32 <1 <2/38 <2
2 Kp 2 H 437 NDM-1 CFE;Z{-IIS 8 >8 >4 >16 >32 >16 >8 >8 <8 >2 0 >32 >2 >2/38 <2
3 Kp 3 C 101 NDM-1 C]l;ﬁx_lls >8 6 >4 >16 >32 >16 >8 >8 >32 >2 <32 <1 <2/38 <2
4 Kp 4 C 101 NDM-1 CT;I(—I_}Z{_IIS >8 >8 >4 >16 >32 >16 >8 >8 >32  >2 >32 <1 <2/38 <2
5 Kp 5 C 101 NDM-1 CFS;Z{;IS 4 >8 >4 >16 >32 >16 >8 >8 >32 >2 >32 <1 <2/38 <2
6 Kp 6 C 101 NDM-1 CFS;Z{;IS 8 >8 >4 >16 >32 >16 >8 >8 >32 >2 >32 <1 <2/38 <2
TA Kp 7 C 101 NDM-1 CT;;Z{;IS >8 >8 >4 >16 >32 >16 >8 >8 >32 >2 >32 <1 <2/38 <2
7B Kp 7 A 11 0OXA-48 CTX-M-15 2 >8 >4 >16 >32 >16 >8 >8 <8 >2 >32 <1 <2/38 <2
8A Kp 8 C 101 NDM-1 CFS;Z{;IS >8 3 >4 >16 >32 >16 >8 >8 >32 >2 <32 <1 <2/38 <2
8B Kp 8 B 54 VIM-1 SHV-12 4 0.5 2 >16 >32 16 <2 4 <8 1 <32 <1 <2/38 <2
8D Kp 8 X 908 VIM-1 - 2 4 1 >16 >32 >16 <2 >8 <8 >2 >32 <] >2/38 <2
8C Ec 8 F 43 VIM-1 - >8 2 1 >16 >32 >16 <2 4 <8 <0,5 <32 <1 >2/38 <2
9 Kp 9 C 101 NDM-1 CFS;Z{;IS >8 3 >4 >16 >32 >16 >8 >8 >32 >2 <32 <1 <2/38 <2

El sombreado indica los valores considerados como sensibles segtn criterios de EUCAST.
Kp=K. pneumoniae; Ec=E. coli; IMP=Imipenem; ERT=Ertapenem; MER=Meropenem; CAZ=Ceftazicima; CTX=Cefotaxima; FEP=Cefepime; GEN=Gentamicina;
TOB=Tobramicina; AMK=Amikacina; CIP=Cirpofloxacino; FOS=Fosfomicina; TIG=Tigeciclina; SXT=Trimetoprim-Sulfametoxazol; COL=Colistina.



3. Tipado de plasmidos

A partir de los 14 aislados recogidos durante el brote se obtuvieron 12 transconjugantes
con blanpm.1, blaym-1 0 blapxa-as, procedentes de los clones Kp-C/ST101, Kp-A/STI11,
Kp-B/ST54, Kp-X/ST908 y Ec-F/ST43. Mediante conjugacioén y transformacién por
electroporacion no se consiguié obtener transconjugantes ni transformantes a partir de

los 2 aislados de K pneumoniae pertenecientes al clon H/ST437 (aislados 1A y 2).

En la Tabla 34 se resume toda la informacién obtenida a partir de la hibridacién de
los aislados salvajes receptores (wildtype) y sus respectivos transconjugantes con los
genes blaxpm.-1, blaoxa-as, blavi.1, blactxm-15 Y blapua-1. En los aislados pertenecientes
al clon H/ST437 (1A y 2) los genes blanpm.1, blactx-m-15 Y blapua-1 se localizaron en un
plasmido de aproximadamente 100 kb. Por el contario, en los aislados del clon C/ST101
el gen blanpm.1 se detectd en un plasmido de aproximadamente 120 kb, mientras que los
genes blacrxm-1s5 Y blapua-1 se encontraron en un pldsmido de mayor tamafio (~150 kb).
En los transconjugantes obtenidos a partir de estos aislamientos del clon C/ST101,
unicamente se localiz6 el plasmido de 120 kb con blanpm-1. En los aislados 7B, 8C y Ec-
8D y sus respectivos transconjugantes, los genes blaoxa.as, blaym1 y blactxm-15 se
detectaron en un pldsmido de ~60 kb. Por otro lado, en los aislados 8B y TC-8B el gen
blayy.1 se localizé en un pldsmido de aproximadamente 90 kb, que también portaba

SHV-12.

Siguiendo el esquema PBRT, tanto al plasmido de OXA-48+CTX-M-15 del aislado
TC-7B, como a los pldsmidos portadores de VIM-1 de los transconjugantes TC-8C y
TC-Ec-8D, se les asignd el grupo de incompatibilidad IncL. Ademds, estos tres
transconjugantes amplificaron mediante PCR los genes repA, traU y parA, relacionados
con el plasmido epidémico IncL/M-pOXA-48a previamente descrito [142]. Sin
embargo, ni los transconjugantes portadores de NDM-1 obtenidos a partir del clon
C/STI101 ni el TC-8B con VIM-1 amplificaron estos genes, pudieron clasificarse de
acuerdo a su grupo de incompatibilidad siguiendo el esquema PBRT. No obstante, los
plasmidos portadores de NDM-1 del clon C/ST101 se identificaron mediante

secuenciacion del genoma completo como IncFII (Tabla 34).
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Tabla 34. Caracterizacion de los pldsmidos portadores de NDM-1, OXA-48 y VIM-1 de los pacientes implicados en el brote.

. . Gefnes d.e Plasmidos  Aislados G(?nes d? Plasmidos Grupo de CMI (mg/L) (TC) Perfil de .
Aislados Paciente resistencia WT (Kb) TC resistencia TC (Kb) incompatibilida a' co-resistencia

(WT) (TC) p IMP ERT MER CAZ CTX FEP (TC)
NDM-1

1A 1 CTX-M-15 ~100 - - - - - - - - - - -
DHA-1
NDM-1 ~120

1B 1 CTX-M-15 ~150 TC-1B NDM-1 ~120 IncF 8 2 16 s16 s16 >i6 OO EOR
DHA-1 ~150
NDM-1

2 2 CTX-M-15 ~100 - ; ' - : ] : ; : ; ]
DHA-1
NDM-1 ~120

3 3 CTX-M-15 ~150 TC-3 NDM- 1 ~120 IncF > > 8 >l6 >l6  >6 oo iOB
DHA-1 ~150
NDM-1 ~120

4 4 CTX-M-15 ~150 TC-4 NDM-1 ~120 IncF 2 >I 8 sl6 6 >l6  OP% TP
DHA-1 ~150
NDM-1 ~120

5 5 CTX-M-15 ~150 TC-5 NDM- 1 ~120 IncF >8>l 8 >16 >l6  »l6 0P IOP
DHA-1 ~150
NDM-1 ~120

6 6 CTX-M-15 ~150 TC-6 NDM-1 ~120 IncF s8>l >8  >l6 >l6 16 OF 1%
DHA-1 ~150
NDM-1 ~120

A 7 CTX-M-15 ~150 TC7A  NDM-1 ~120 IncF > >l 4 >6 sl6  »16 0P OB
DHA-1 ~150
OXA48 OXA-48

7B 7 XA ~60 TCTB  xits ~60 IncL 8 SI 2 s16 >l6 >16 -
NDM-1 ~120

8A 8 CTX-M-15 ~150 TCSA  NDM-1 ~120 IncF S > 8 6 >l6  >i6 oo iOB
DHA-1 ~150
VIM-1 VIM-1

$B 8 ot ~90 TC-$B SV ~90 NT 8 SI 2 16 sl6 >16 -

8C 8 VIM-1 ~60 TC-8C VIM-1 ~60 IncL 8 1 >8  >l6  >16  >l6 -

Ec-8D 8 VIM-1 ~60 TCEc8D  VIM-1 ~60 IncL 4 1 4 16 16 >16 -

NDM-1 ~120

9 9 CTX-M-15 ~150 TC-9 NDM-1 ~120 IncF > > >8  >l6  >16  >l6 GEN

DHA-1 ~150




En la Tabla 34 se recogen los datos de sensibilidad antibidtica de todos los
transconjugantes obtenidos. Los porcentajes de resistencia a carbapenémicos y a
cefalosporinas de amplio espectro entre los TC-NMD-1 fue muy elevada (88,9%
imipenem, 100% ertapenem, meropenem, ceftazidima, cefotaxima y cefepima).
Ademds, todos los TC-NDM-1 mostraron corresistencia a gentamicina, tobramicina y

amikacina, excepto el TC-9, que sélo fue corresistente a gentamicina.

4. Estudio del efecto de la resistencia sobre el coste biolégico

Para estimar el coste biologico de los pldsmidos portadores de NDM-1 se midieron los
cambios de densidad Optica del crecimiento exponencial de las cepas pertenecientes al
clon C/ST101 (wildtypes y transconjugantes) y se recalculé su tasa de crecimiento

relativo (Figura 56).

1,6 4

1,4 1
1,2 4
I
0,8 -
0,6 -
0,4
0,2 -
0 -

WTIB  TCIB  WI3 T3 WT4 WTS TG WT6 T WITA  TC7TA  WIBA  TCSA

Tasa de crecimeinto relativo

Figura 56. Tasa de crecimiento relativa de los aislados Kp-clon C/ST101 portadores del
gen blanpm.1 (azul) y sus respectivos transconjugantes (verde). (WT=wildtype;
TC=transconjugante; J53=cepa receptora E. coli J53 ® Azida Sddica).

El test estadistico T-test demostré una diferencia significativa en la tasa de
crecimiento relativo de la poblacion wildtype respecto a la de la poblacion de
transconjugantes (p<0,01). Es decir, las cepas wildtype tenian un coste biolégico menor
que sus respectivos transconjugantes. Sin embargo, si tenemos en cuenta la cepa control

E. coli J53, observamos que no hay variaciones significativas respecto a los
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Resultados

transconjugantes obtenidos, por lo que se estim6 que el coste bioldgico de este plasmido

portador de NDM-1 para esta cepa fue muy bajo.
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DISCUSION

“No hay error en admitir que ti solo no puedes mejorar tu condicion en el mundo; para
crecer, necesitas aliados con los que crecer juntos”

Confuncio
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DISCUSION

1. Estudio R-GNOSIS: Epidemiologia v estudio microbiolégico de las

enterobacterias productoras de carbapenemasas (EPC)

1.1 Epidemiologia de las EPC y E-BLEE durante el proyecto R-GNOSIS

Durante el estudio R-GNOSIS, la incidencia de pacientes colonizados por EPC fue del
2%. La variacion registrada en los 4 servicios analizados a lo largo de los 25 meses de
estudio no fue significativa. Es importante destacar que el 26,6% de los pacientes ya
estaban colonizados por EPC en el momento del ingreso. No obstante, la mayoria de
ellos habian tenido ingresos previos en nuestro centro, en otros hospitales o estaban
institucionalizados en residencias. Estos datos corroboran lo encontrado por otros
autores, que indican que la colonizacién por EPC también se relaciona con los cuidados
sanitarios, incluyendo los centros de cuidados de larga estancia o las residencias de la
tercera edad [156—-158]. Ademads, las comorbilidades y estancias hospitalarias previas se
consideran factores de riesgo para la colonizacién por EPC [33,160,161]. Asimismo, en
el 56,2% de los pacientes, la colonizacion con EPC se consider6 de adquisicion
nosocomial, ya que se detectd durante la hospitalizacién y tras una muestra negativa al
ingreso. Estas cifras son muy similares a las obtenidas en un estudio multicéntrico
realizado en 34 hospitales espaifioles entre 2009 y 2012, en los que se definia un 37% de

casos asociados a cuidados sanitarios y un 60% de adquisiciones nosocomiales [146].

En general, los pacientes colonizados con EPC de nuestro estudio tuvieron ingresos
prolongados (27 dias), siendo significativamente mds largos en el servicio de
Neurocirugia (65,5 dias) que en el resto de unidades. La mediana de dias de ingreso
transcurridos hasta la deteccion de la colonizacion por una EPC fue de 18 dias, aunque
las pruebas estadisticas indicaron que los pacientes ingresados en el servicio de
Neurocirugia tardaron mds tiempo en colonizarse (39,5 dias) que el resto. Numerosos
estudios han demostrado que la estancia hospitalaria prolongada y los procedimientos
diagnésticos y/o terapéuticos invasivos se relacionan directamente con la adquisicion de
EPC [33,160,161]. Durante el estudio R-GNOSIS, el porcentaje de pacientes que
negativizaron al alta fue bajo (11%). Estos datos resultan alarmantes ya que el riesgo de

que estas EPC se diseminen en el entorno comunitario es muy elevado.
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En muchos estudios se ha demostrado que la colonizacién por EPC es un factor
de riesgo para la infeccion por estos microorganismos [33,160,188]. Durante el estudio
R-GNOSIS, el 17,3% de los pacientes colonizados por una EPC desarrollaron una
infeccién por el mismo microorganismo. No existe en Espafia un estudio similar que
analice de forma retrospectiva los pacientes colonizados que desarrollan una infeccién
por EPC. No obstante, entre 2009 y 2013, se llevaron a cabo varios estudios que
prospectivamente recogieron todos los casos de EPC. En ellos se observé que el
porcentaje de infecciones por EPC fue del 67% al 79,2% [124,144,146], lo que indica
que posiblemente durante el desarrollo de estos estudios no se recogieron todos los
casos de colonizacion. En estas infecciones, K. pneumoniae fue el microorganismo mas
frecuentemente aislado, seguido de Enterobacter spp. y E. coli. En nuestro caso y
coincidiendo con la literatura, K. pneumoniae fue responsable del 85,7% de las

infecciones por EPC, seguido de E. cloacae, E. coli y K. oxytoca.

Por otra parte, la emergencia de EPC se ha relacionado directamente con el
aumento del consumo de antibidticos carbapenémicos en el tratamiento de infecciones
causadas por E-BLEE [161,189-191]. Las E-BLEE estdn mundialmente diseminadas y
son endémicas en muchas regiones del mundo, incluido Espafia [52,71,76]. Los dltimos
datos indican que la prevalencia de portadores fecales de E-BLEE en nuestro pais es de
aproximadamente el 6%-8% [71,76] y se estima que esta cifra puede seguir aumentando
anualmente en la comunidad con una tasa del 5,38% [76]. La implementaciéon de
estrategias de control efectivas es necesaria para evitar la colonizaciéon por E-BLEE y
reducir el riesgo de infecciones por estos microorganismos multirresistentes. Muy pocos
paises han publicado documentos oficiales que informen sobre las medidas de control
de la infeccion por estas bacterias. En 2014, el ECDC publicé una revision donde se
analizaba la efectividad de las medidas de control y prevencion de la infeccién dirigidas
a controlar la propagacion y transmision de E-BLEE entre pacientes del ambito
sanitario. En este informe, se incluyeron los resultados de 10 estudios realizados en
paises donde la prevalencia de E-BLEE es endémica. Las conclusiones de esta revision
fueron dificiles de interpretar, ya que multiples factores limitaron la consistencia de la
investigacién. Sin embargo, aunque deben interpretarse con precaucion, este informe
sugirié la posible efectividad de las siguientes medidas: politicas de restriccion en el uso
de antibidticos, higiene de manos, precauciones de contacto (utilizaciéon de guantes y

batas), vigilancia activa (deteccién) durante el brote, cohorte de pacientes, aislamiento
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de contacto, deteccion al ingreso en unidades especificas, aislamiento preventivo de
pacientes de alto riesgo, notificacion y registro de pacientes, aseo con agentes
antisépticos, cohorte del personal sanitario, formacién de personal especializado y

limpieza ambiental [192].

Durante el estudio R-GNOSIS, Ia incidencia de pacientes colonizados con E-BLEE
fue del 8,4%. Con los datos analizados, no se pudo demostrar la efectividad de las
medidas de aislamiento de contacto respecto a las precauciones estiandar en la
transmision de las E-BLEE. La incidencia de E-BLEE no se redujo en los servicios en
los que se implement? la estrategia de aislamiento de contacto, ni se incrementé cuando
estas medidas se retiraron. Nuestros datos sugieren que la prevalencia de E-BLEE no se
asociaria a una transmision hospitalaria y que el reservorio de estos microorganismos es
posiblemente de origen comunitario. Asimismo, algunos estudios han demostrado que
los individuos procedentes de la comunidad o de centros de larga estancia, pueden
actuar como reservorio de aislados productores de BLEE [73,191,193]. Se ha
demostrado también que la utilizacion extrahospitalaria de antibidticos como la
cefuroxima y otras cefalosporinas orales de espectro reducido, asi como antibidticos no
B-lactdmicos como las fluoroquinolonas, ha facilitado la seleccion y establecimiento de
estas E-BLEE en la comunidad [76,194-196]. No obstante, encontramos diferencias
significativas cuando analizamos la incidencia de EPC. Durante el primer periodo de
estudio, la tasa de colonizaciéon por EPC fue significativamente menor en los servicios
donde se aplicé el aislamiento de contacto para E-BLEE (servicios quirdrgicos).
Ademads, la retirada de estas medidas en el segundo periodo coincidié con un aumento
significativo de la incidencia de EPC en estos mismos servicios. Por otro lado, en los
servicios donde se aplicaron las medidas de control en el segundo periodo (servicios
médicos), el porcentaje de pacientes colonizados se mantuvo estable. Aunque el
proyecto R-GNOSIS no se disefid con el objetivo de evaluar la transmision de las EPC,
nuestros datos indican que el aislamiento de los portadores fecales de E-BLEE podria
tener un efecto indirecto protector sobre la adquisiciéon de EPC, ayudando a contener su
incidencia. Algunos estudios han demostrado que las medidas para la prevencién y
control de la infeccion, particularmente la higiene de manos, son un factor clave para
impedir la diseminaciéon de las EPC en los hospitales [197]. La puesta en marcha de

medidas, como el aislamiento de contacto y la disposicién de personal especializado, ha
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resultado efectiva para contener brotes tanto en hospitales como en centros de cuidados

sanitarios [156,198-200].

Sin embargo, a pesar de las medidas de control y prevencion de la infeccién, en la
ultima década la prevalencia de portadores fecales de EPC, tanto de individuos sanos
como de aquellos con contacto sanitario, ha seguido aumentando de forma progresiva.
En los hospitales espafioles, varios estudios multicéntricos determinaron que entre 2009
y 2013, K. pneumoniae (73.5%-85,6%), E. cloacae (6.8%-10.3%) y E. coli (1,7%-9%)
eran las especies mds aisladas, mientras que otras enterobacterias como K. oxytoca
(2,5%-3,7%) o C. freundii (0,4%-2%) se encontraban de manera minoritaria
[124,144,146]. Durante el estudio R-GNOSIS, la especie mds frecuente entre las EPC
recogidas fue K. pneumoniae, aunque con un porcentaje mas bajo (53,5%) que en los
estudios anteriores. K. pneumoniae es una enterobacteria muy diseminada en el medio
hospitalario, por lo que se asocia generalmente a adquisiciéon nosocomial y a brotes
hospitalarios causados por clones epidémicos multirresistentes [31,32]. Por otro lado, el
porcentaje de E. cloacae productor de carbapenemasa (11,1%) fue muy similar al de los
estudios previos, mientras que encontramos una mayor prevalencia de aislados de
E. coli (19,2%). Otras especies minoritarias como K. oxytoca (4%) y C. freundii (4,5%)
también se detectaron en un porcentaje ligeramente superior al de estudios previos, y
ademads, se encontraron otras enterobacterias poco frecuentes como Kluyvera spp. (3%),
K. aerogenes (3%), C. koseri (0,5%) y Raoultella spp. (1%). Estos resultados pueden
ser reflejo de una eficiente penetracion de las carbapenemasas entre los miembros del
orden Enterobacterales, como ocurrié anteriormente con los aislados productores de
CTX-M [72,201,202]. Sin embargo, la distribucion de estas especies no fue homogénea
durante todo el periodo de estudio. Es de resaltar que la diversidad de especies entre los
aislados EPC disminuy6 significativamente entre el primer y el segundo periodo. Esta
tendencia se atribuy6 a un aumento progresivo de los aislados K.pneumoniae respecto al

resto de especies.

En un estudio reciente de Asensio y cols. se demostré la reduccién de un brote
hospitalario por K. pneumoniae monoclonal productora de CTX-M-15 tras la
implementacion de medidas de control y prevencion [147]. E. coli productor de CTX-M
es actualmente la enterobacteria productora de BLEE mds prevalente en todo mundo. A

diferencia de K. pneumoniae, la mayoria de estos aislados son de origen comunitario y
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no mantienen un relacion clonal [54,56,147,191]. En nuestro estudio, la diversidad de
especies entre los aislados productores de BLEE no sufrié cambios relevantes a lo largo
del tiempo. Como era de esperar, durante todo el tiempo de estudio la especie
predominante fue E. coli (78,5%), seguido de K. pneumoniae (17%). La diversidad de
especies de los aislados productores de BLEE recogidos en este trabajo no se vid
afectada por las diferentes condiciones de hospitalizacién, lo que es consistente con la

idea de que esta poblacion de E-BLEE es posiblemente de origen comunitario.

1.2. Caracterizacion molecular de las EPC del proyecto R-GNOSIS

En Espafia, la primera descripcion de una EPC fue en 2005 y se traté de dos aislados
(K. pneumoniae y E. coli) productores de VIM-1 [122]. Durante los afios siguientes, la
prevalencia de EPC se mantuvo muy baja, inicialmente asociada a las enzimas VIM-1 y
con posterioridad a KPC-2 [107]. Desde 2013, la rdpida diseminacioén de las enzimas
OXA-48 ha tenido un gran impacto en la epidemiologia mundial, y desde entonces, su
endecimidad en paises del sur de Europa, como Espafia, supone un grave problema de
Salud Publica [17,108]. Entre 2009 y 2013, la enzima OXA-48 (68,8%-74,7%) fue la
carbapenemasa predominante en los hospitales espafioles, seguida de VIM-1 (22%-
25,3%), KPC-2 (2%-3,4%) e IMP (1,6%-2%) [124,144,146]. Un estudio reciente
realizado en el norte de Madrid, muestra que entre las EPC causantes de infecciones de
origen comunitario, las enzimas OXA-48 (83,3%) y VIM-1 (16,1%) son también las

mas frecuentes [188].

Coincidiendo con lo recogido en la literatura en Espaifia, durante todo el estudio
R-GNOSIS las enterobacterias productoras de OXA-48 fueron las més frecuentes
(64,1%), seguido de las productoras de VIM-1 (26,8%). Entre los productores de
OXA-48, K. pneumoniae (56,7%) y E. coli (25,2%) fueron las especies predominantes.
La diversidad de especies entre la poblacion productora de OXA-48 disminuyd
significativamente en el segundo periodo y se atribuyé al aumento significativo de
K. pneumoniae-OXA-48. En la bibliografia encontramos que K. pneumoniae-OXA-48
ya era la EPC mads frecuente en los hospitales espaioles en 2013, pero con un porcentaje
mucho mayor (86,7%) que en nuestro estudio (56,7%). Sin embargo, la prevalencia de
aislados E. coli-OXA-48 fue preocupantemente superior en nuestra institucion (25,2%)
respecto a los datos recogidos en 2013 (9,2%) [124]. Entre la poblacién de EPC-VIM-1

de nuestro estudio, K. pneumoniae (41,5%) fue también la especie mds frecuente,
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seguida de E. cloacae (28,3%). Estos datos son ligeramente inferiores a los recogidos en
2013 (44,8% K. pneumoniae-VIM-1, 29,9% E. cloacae-VIM-1) [124]. Por otra parte, la
prevalencia de portadores de VIM-1 disminuy¢ al final del estudio, aunque de nuevo la
incidencia de K. pneumoniae-VIM-1 en el segundo periodo aumentd significativamente

respecto a las demds especies.

Durante este estudio no se detectd ninguna enterobacteria productora de IMP. Las
enzimas IMP se han detectado con muy baja frecuencia en nuestro pais, y inicamente
en regiones como Madrid, Guadalajara y Vizcaya [124]. En el segundo periodo se
detectd un brote en el servicio de Neurocirugia por aislados K. pneumoniae productores
de NDM-1 (5%), que se asocié con el ingreso de un paciente de origen pakistani que
habia recibido atencién sanitaria en su pais. En nuestro pais, se han detectado muy
pocos casos de enterobacterias productoras de enzimas NDM y normalmente se han
vinculado a contactos con regiones endémicas [18]. Por otro lado, se detect6 un
porcentaje muy bajo de EPC-KPC-3 (3,5%), mientras que la enzima KPC-2 se
identific6 solamente en un aislado de C. freundii, que también era productor de VIM-1.
Coincidiendo con estos resultados, estudios previos han demostrado que las enzimas

KPC-3 son predominantes respecto a las KPC-2 en nuestro hospital [115,117].

Uno de los principales factores responsables de la elevada dispersion de las
carbapenemasas ha sido su transmision mediante diversos elementos genéticos
transferibles, que con frecuencia portan otros mecanismos de resistencia, como las
BLEE vy las B-lactamasas AmpC [78,137,203]. E1 55,5 % de los aislados EPC de nuestro
estudio fueron coproductores de BLEE, siendo las enzimas de la familia CTX-M y en
concreto CTX-M-15 las mds prevalentes, al igual que se ha demostrado en estudios
previos [124]. CTX-M-14 y otras variantes del grupo 9, fueron las BLEE predominantes
en nuestro hospital, hasta la emergencia y diseminaciéon de la enzima CTX-M-15
[52,69,204]. Los aislados de K. peumoniae productores de OXA-48+CTX-M-15 fueron
los més prevalentes durante el estudio R-GNOSIS (29,3%). Esta asociacién entre
OXA-48 y CTX-M-15 ha sido ampliamente comunicada por otros grupos [137,205].
Las enzimas OXA-48 tienen un perfil hidrolitico muy reducido, y la coproduccién de

BLEE, como la CTX-M-15, le proporciona un mayor perfil de resistencia [48].

En relacién a los perfiles de sensibilidad, un estudio multicéntrico de 2013

describié que las tasas de resistencia a los antibidticos carbapenems entre las EPC eran
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del 32,4% para imipenem, 25,3% para meropenem y 92,9% para ertapenem [124]. En
nuestro estudio el carbapenem mads afectado fue también el ertapenem (93,9%), que
mostrd valores muy similares a los de 2013. Sin embargo, los porcentajes de resistencia
de nuestros aislados a imipenem (44,4%), y especialmente a meropenem (60,9%),
fueron superiores a los indicados en la literatura. La diferencia observada entre ambos
carbapenémicos podria estar relacionada con la distinta metodologia empleada para
cada uno de ellos en el estudio de sensibilidad (microdilucién para imipenem vy tiras en

gradiente para meropenem).

En este estudio, se han observado importantes diferencias en la actividad de los
carbapenémicos en funcién del tipo de carbapenemasa. De esta forma, los aislados
productores de NDM-1 fueron los que presentaron mayores porcentajes de resistencia a
los tres carbapenems, seguidos de las EPC-KPC-3 y las EPC-VIM-1. Las EPC-OXA-48
mostraron tasas de resistencia inferiores que las anteriores (29,9% a imipenem, 55,9% a
meropenem y 99,2% a ertapenem). De nuevo, estos porcentajes difieren de los
encontrados para esta enzima en la bibliografia, que muestran las mismas tasas de
resistencia a ertapenem (95,9%-100%), pero inferiores a imipenem (13,5%-25,2%) y
meropenem (20%-22,1%) [124,144]. En general, las tasas de corresistencia a otros
antimicrobianos como quinolonas, aminoglucésidos y fosfomicina fueron altas. Los
antibidticos que mostraron mayores porcentajes de sensibilidad fueron colistina
(99,5%), amikacina (90,9%) y tigeciclina (90,9%). En otras publicaciones también se ha
descrito que la colistina (75,2%-95,5%), la amikacina (81,3%-85,3%) y la tigeciclina
(67,8%-T71%) son los antibidticos que conservan una mayor actividad frente a las EPC

detectadas en los hospitales espafioles [124,146,206].

La adquisicién y transmisién de clones epidémicos bien adaptados al medio
hospitalario, ha sido uno de los factores determinantes para la exitosa diseminacion
mundial de las carbapenemasas entre los miembros del orden Enterobacterales. Nuestro
estudio revelé que entre especies menos frecuentes, como E. cloacae complex,
K. oxytoca y C. freundii, habia una amplia variabilidad genética, que se tradujo en una
alta diversidad clonal. El papel de otras enterobacterias bien adaptadas al medio
hospitalario, como K. pneumoniae, ha sido determinante en la emergencia Yy
diseminacion de los distintos tipos de carbapenemasas por parte de estas otras especies

de enterobacterias.
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Entre 2009 y 2013, en los hospitales espaioles los principales clones de
K. pneumoniae eran STI11, ST405 y STI5, y se asociaban principalmente a la
produccion de las enzimas OXA-48 y VIM-1 [124,144,146]. De forma minoritaria se
identificaban otros clones como ST307-OXA-48/0XA-245, ST101-KPC-2 o ST437-
OXA-245 [144,207,208]. ST11-OXA-48/VIM-1, ST405-0XA-48, STI15-OXA-
48/VIM-1 y ST307-OXA-48, han sido también detectados causando infecciones en
hospitales de nuestra region [143], incluso en unidades de cuidados intensivos (UCI)
[207] y unidades neonatales [148]. Estos clones epidémicos de K. pneumoniae
productores de carbapenemasas han sido también identificados en hospitales de otros
paises europeos, como Francia [209], Bélgica [210], Grecia [211], Hungria [212], y

Bulgaria [213], entre otros.

Durante nuestro estudio, el clon ST11 de K. pneumoniae fue el més prevalente en
todos los servicios. Numerosas publicaciones indican que el clon ST11-OXA-48 es el
mads diseminado en los hospitales espafioles y que se encuentra frecuentemente asociado
a la coproduccion de CTX-M-15 [214]. En estudios previos realizados en nuestra
region, ST11 ha sido también relacionado con la produccidn de otras carbapenemasas,
como VIM-1, KPC-2 y OXA-244/0XA-245 [124,144,208,214]. En otras partes del
mundo, este clon se ha identificado como portador de otras enzimas metalo-3-
lactamasas como NDM-1 y VIM-4 [16]. Sin embargo, en nuestro estudio, ST11 se
asocid unicamente a la produccion de OXA-48+CTX-M-15. Otros clones con OXA-48
como ST307, ST15, ST405 y ST392, se detectaron en una proporcién muy baja entre
nuestros pacientes. En la literatura, el clon ST405 se ha asociado unicamente con
enzimas del grupo OXA-48 (OXA-48 y OXA-245), y hasta 2013 se encontrd
ampliamente diseminado en nuestra region, originando importantes brotes hospitalarios
[143,145,148]. Hasta 2014, ST405-OXA-48 también fue el clon predominante en
nuestra institucioén (datos no publicados). Sin embargo, entre los pacientes de nuestro
estudio unicamente se detectaron dos casos. Esto da consistencia a una publicacién de
Pafio-Pardo y cols., que describe el desplazamiento de ST405-OXA-48 por el clon
ST11-OXA-48 a partir del afio 2013 [188]. El multicéntrico de Palacios-Baena y cols.
[146], demostré que la adquisicion del clon ST11 era mas frecuente en el ambito
nosocomial, mientras que la del clon ST405 se asocia principalmente a cuidados
sanitarios. Por otro lado, en Espafia, el clon ST15 se ha encontrado principalmente

asociado a la produccién de VIM-1 [144] y en menor proporcion a enzimas del grupo
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OXA-48 [124,145,215]. En nuestro estudio ST15 se encontré mayoritariamente entre la
poblacién con OXA-48.

La emergencia de clones productores de OXA-48 con bajo nimero de
representantes en los udltimos meses del estudio se tradujo en una disminucion
significativa de la incidencia del clon ST11-OXA-48 en el segundo periodo. La exitosa
diversificaciéon de la enzima OXA-48 entre distintos clones de K. pneumoniae es
evidente, y nuestros datos sugieren que el aumento de la diversidad clonal de la
poblacién de K. pneumoniae-OXA-48 es responsable del aumento de la diversidad
clonal total de la especie a lo largo del estudio. Esta tendencia se observé en todos los
servicios, excepto en Neurocirugia, donde probablemente la emergencia de los clones
C-ST101 y H-ST437 productores de NDM-1 habria impedido la emergencia de estos

nuevos clones OXA-48.

Entre los pacientes de este estudio, E. coli fue la segunda especie predominante. La
mayoria de estos aislados fueron clones productores de OXA-48. En los hospitales
espafoles, se ha encontrado una amplia variedad de clones E. coli (ST10, ST23, ST410,
ST2531, ST68, ST69, STI156, entre otros) productores de carbapenemasas,
especialmente OXA-48 [124,137,144,146,215]. El clon de alto riesgo ST131 productor
de carbapenemasas (OXA-48 y VIM-1) ha sido descrito en algunos de estos estudios
como el mds frecuente, con una incidencia que va desde el 16,5% al 26%
[124,146,149]. La prevalencia del clon ST131 productor de CTX-M-15 es preocupante
en nuestra institucion [75], sin embargo, al menos durante nuestro estudio, no se ha
detectado asociado a la produccion de carbapenemasas. El clon més prevalente en este
trabajo fue el clon ST10 productor de OXA-48, agrupado dentro del CC10. Este clon ha
sido previamente asociado en el dambito hospitalario con la producciéon de
carbapenemasas de tipo OXA-48 y VIM-1 [137,144,149], y previamente a la
diseminacion de enzimas CTX-M [69,216].

En general, la diversidad clonal de E. coli y de E.coli-OXA-48 se mantuvo muy
elevada durante todo el estudio, aunque observamos que tendié a disminuir con el paso
del tiempo. El tnico factor que pudo influir en esta tendencia fue la emergencia del clon
ST10-OXA-48. Estos aislados se detectaron al final del estudio en el servicio de

Gastroenterologia, lo que pone de manifiesto la posible transmision interpaciente de
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este clon. Con una baja frecuencia se detectaron los clones ST453-OXA-48 y ST354-

OXA-48, mientras que el resto de clones tuvieron un tnico representante.

Durante este estudio, no solo reportamos un incremento de la prevalencia de E. coli
entre la poblacion de EPC, también se describe la emergencia de un clon productor de
OXA-48 bien adaptado al &mbito hospitalario y asociado a la diseminacion de enzimas
CTX-M. Este evento coincide en el tiempo con la diversificacion de OXA-48 en la
especie K. pneumoniae. Nuestros datos sugieren que la coexistencia de clones
persistentes y altamente transmisibles, como ST11-OXA-48-K. pneumoniae, pueden
conducir a una adquisicién casual de OXA-48 por parte de otras especies de
enterobacterias circulantes. La diseminacion de esta carbapenemasa a través de clones
epidémicos y no epidémicos de E. coli puede desencadenar la diseminacién y el
establecimiento OXA-48 en la comunidad, como sucedid anteriormente con las enzimas

CTX-M-15.

A pesar de las medidas de control y prevencion de la infeccion por EPC llevadas a
cabo, el aumento de la diseminacién policlonal de OXA-48 entre diferentes especies de
enterobacterias, especialmente E. coli y K. pneumoniae, y la coexistencia de estos
clones con otras EPC, dibuja una epidemiologia compleja y preocupante en nuestro
hospital. El refuerzo e implementacion adecuada de las medidas de prevencion y control
de la infeccion, asi como el desarrollo de programas de vigilancia activa para detectar la
colonizacidn, son necesarios para prevenir la diseminacion global de estas EPC, tanto en

los hospitales como en la comunidad.

2. Cocolonizacion por enterobacterias productoras de OXA-48, VIM-1 vy

KPC-3

Durante el estudio R-GNOSIS se detect6é un 14,2% de pacientes cocolonizados por dos
o tres especies diferentes de enterobacterias productoras OXA-48, VIM-1 o KPC-3,
pudiendo ser este hecho relevante para la dispersion y persistencia de las EPC, sobre
todo en pacientes con ingresos prolongados. En este sentido, se ha descrito que los
ingresos hospitalarios prolongados, los ingresos previos y la colonizacién previa por
otros patdgenos resistentes, son factores de riesgo para la colonizaciéon por EPC
[33,160,188]. En nuestro trabajo, los pacientes cocolonizados tuvieron ingresos mas

largos que los colonizados por una sola EPC. Ademas, el tiempo transcurrido hasta la
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deteccion de la primera colonizacion fue significativamente inferior en los pacientes
cocolonizados (3 dias) que en los colonizados (11 dias). Hay que tener en cuenta que en
el 61% de los casos, la cocolonizacién se detectd en la primera muestra positiva, aunque
la mayoria de estos pacientes habian tenido ingresos previos en nuestra institucion
(71,4%) o en otros centros (14,3%). En 2011, Schechner y cols. publicaron que el uso
de fluoroquinolonas, los ingresos previos en otros centros sanitarios y los reingresos en
menos de 3 meses desde la primera deteccion de una EPC, son factores que contribuyen
a la persistencia de la colonizacién con EPC [217]. Se estima que el tiempo medio de
colonizacién por una EPC es de 3 meses, aunque en algunos casos puede ser mas de un
afo, incrementando el riesgo de infeccién y de adquisicién de otros microorganismos
multirresistentes [33]. También se ha descrito que la colonizacién del hospedador tiene
un papel fundamental en las posibles infecciones producidas por EPC [34,151,152]. En
nuestro trabajo, aunque no se encontraron diferencias significativas, el porcentaje de
pacientes que desarrollé infeccion por EPC fue mayor en el subgrupo de pacientes
cocolonizados. Nuestros datos sugieren, que los ingresos previos y prolongados podrian
aumentar la probabilidad de cocolonizacién por EPC y que ademds la cocolonizacion

podria aumentar la frecuencia de infeccion por estas EPC.

Como hemos comentado en el primer capitulo y coincidiendo con la literatura
[124,144,146], K. pneumoniae productora de OXA-48 fue el microorganismo mas
prevalente entre los pacientes del estudio R-GNOSIS. El andlisis que se recoge en este
capitulo reveld que la cocolonizacion por enterobacterias productoras de OXA-48 fue la
mads frecuente. Ademads, K. pneumoniae y E. coli fueron las especies predominantes
(87%), mostrando ambas una incidencia mucho mayor en este subgrupo de pacientes
que entre los pacientes colonizados por una tnica EPC, especialmente E. coli. Como era
de esperar, la cocolonizacién por K. pneumoniae y E. coli productores de OXA-48 fue
la combinacién mdas frecuente (74%). En 15 pacientes se detectaron creciendo
simultdneamente en el mismo cultivo, aunque en 4 de ellos se detectd colonizacién
previa por K.pneumoniae-OXA-48. Nuestros datos sugieren que la cocolonizacion es
mdés probable si hay una colonizacién previa por K. pneumoniae productora de
OXA-48, y que la colonizacién por E. coli-OXA-48 se produce mayoritariamente como
un evento de transferencia plasmidica in vivo junto con otras EPC-OXA-48,

particularmente K. pneumoniae.
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La transferencia interespecie de los genes blacabapenemasa €5 UN €vento frecuente que
ha facilitado, en parte, la exitosa diseminaciéon de estas enzimas y que contribuye a la
emergencia de clones multirresistentes cada vez mejor adaptados al medio hospitalario
[16,215]. Desde su emergencia, OXA-48 se ha asociado en gran medida a la
diseminaciéon de pldsmidos IncL de ~60 kb relacionados con el plasmido IncL/M-
pOXA-48a descrito por Poirel y cols. en 2012 [136,141,142]. En este trabajo
describimos la transferencia horizontal de blapxa-as a través de distintas especies de
enterobacterias, principalmente K. pneumoniae y E. coli, mediante la diseminacién de
un tnico plasmido pOXA-48 IncL de ~60 kb relacionado con el anteriormente descrito.
A pesar de que estos aislados K. pneumoniae-OXA-48 se asociaron frecuentemente a la
producciéon de CTX-M-15, la transferencia del gen blactx.m-15 por este plasmido
pOXA-48 se demostré solo en dos ocasiones. Estos datos son consistentes con lo
encontrado en la literatura, ya que pOXA-48a no suele asociarse a otros genes de
resistencia [139,142,145,214,215] y la diseminacién de genes blactx.m €n estos

plasmidos junto a OXA-48 ocurre con muy baja frecuencia [141,218].

En nuestra region, el papel de determinados clones epidémicos de K. pneumoniae
como ST11, ST307 o ST405 parece fundamental en el mantenimiento y propagacion de
estos plasmidos altamente transferibles [145,158,214]. En nuestro estudio, se detectd
una elevada clonalidad entre los aislados de K. pneumoniae implicados en casos de
cocolonizacién. El clon de alto riesgo ST11-OXA-48 se aislé en el 40% de los
pacientes, el clon ST15-OXA-48 en el 15% y el clon ST307-OXA-48 en el 10%. Hay
que destacar que ST11-OXA-48 se detectdé mayoritariamente en el primer cultivo
realizado y que su persistencia se demostrd en todos los casos en los que se recogieron
muestras sucesivas. Entre la poblacion de E. coli, aunque el clon emergente ST10-
OXA-48 se identifico en el 20% de los pacientes cocolonizados, el resto de aislados
mostraron una alta diversidad clonal. Nuestros resultados sugieren que la alta
prevalencia de clones epidémicos y persistentes de K. pneumoniae podria favorecer la
adquisicion de estos plasmidos IncL/M-pOXA-48a por parte de aislados no epidémicos
de E. coli. En la bibliografia encontramos otros casos de cocolonizacion en los que se
sugiere la transferencia intrapaciente de blapxa-ag a través de pladsmidos IncL o IncL/M
de ~60-63 kb, desde clones hospitalarios de K. pneumoniae a aislados no clonales de
E. coli [158,219-221]. No obstante, algunas publicaciones han comunicado la presencia

de estos plasmidos pOXA-48 en aislados E. coli pertenecientes al clon de alto riesgo
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ST131 [150,218]. Como hemos comentado anteriormente, la prevalencia de
colonizacién/infeccién por E. coli-BLEE-ST131 en nuestro hospital es elevada [75], de
manera que su coexistencia con EPC portadoras de este plasmido pOXA-48 altamente
transferible, podria aumentar el riesgo de propagacién e infeccién por estas

enterobacterias multirresistentes.

Por otra parte, en nuestro estudio también describimos la transferencia interespecie
de otros genes de carbapenemasas. Por un lado, detectamos dos casos de cocolonizacién
por EPC-VIM-1, en los que se localizé un plidsmido pVIM-1 IncL de ~60 kb muy
relacionado con pOXA-48. En la literatura encontramos que los pldsmidos IncL/M se
han identificado como reservorio de otros genes de carbapenemasa como NDM-1,
CTX-M-3, KPC-4 e IMP-4, pero no VIM-1 [222,223]. Ademas, en 2012, Gijon y cols.
demostraron que la transferencia de VIM-1 entre portadores fecales de EPC en nuestra
institucion se asociaba a plasmidos IncN e IncHI2 [121]. En otro paciente describimos
la transferencia interespecie de un plasmido IncN de ~60 kb portador de KPC-3, no
relacionado con los anteriores. Coincidiendo con estos datos, en nuestro hospital, los
genes blagpc.3 caracterizados en trabajos previos han sido mayoritariamente asociados a

plasmidos IncN e IncFllk de E. coli y K.pneumoniae [115,117].

Nuestros datos sugieren que E. coli es potencialmente el principal receptor de
pOXA-48 y que los clones epidémicos de K. pneumoniae bien adaptados al ambito
hospitalario, como ST11-OXA-48, pueden ser el principal reservorio de este plasmido.
El riesgo de que estos plasmidos pOXA-48 se diseminen en la comunidad a través de
clones epidémicos y no epidémicos de E. coli supone una grave amenaza para nuestros
sistemas de salud. Ademads, la coexistencia de este plaismido dominante pOXA-48 con
otros plasmidos portadores de carbapenemasas puede facilitar el intercambio de material
genético y contribuir a la adquisicién casual de otras carbapenemasas, como VIM-1 y

KPC-3, que aumenten su perfil de multirresistencia.

3. Primera descripcion de aislados de Kluyvera spp. productores de OXA-48 vy
CTX-M-213

En este trabajo se describe por primera vez la colonizacion rectal de seis pacientes con
un clon de Kluyvera spp. productor de OXA-48 y portador en el cromosoma de una

nueva variante de CTX-M, anotada como CTX-M-213.
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El género Kluyvera se clasifica dentro de la familia Enterobacteriaceae, incluida en
el orden Enterobacterales. Las especies de este género comparten caracteristicas
microbioldgicas con el resto de las enterobacterias y se consideran parte de la
microbiota intestinal humana, causando infecciébn como patégenos oportunistas
[20,224]. Las infecciones causadas por las bacterias del género Kluyvera afectan
mayoritariamente al tracto urinario aunque también se han descrito bacteriemias e
infecciones de piel y tejidos blandos [225-228]. En la bibliografia hay muy pocos
trabajos en los que se comunique la colonizacién rectal por Kluyvera spp. [225,229].
Algunas de ellas, como K. ascorbata, han sido también identificadas en distintas
muestras ambientales como suelo, agua, aguas residuales y alimentos de procedencia
animal [224]. En este estudio, se recogieron seis aislados de Kluyvera spp. procedentes
de colonizacion rectal que en ninglin caso se relacionaron con anterioridad o
posterioridad a su deteccién con el desarrollo de un cuadro clinico. En uno de los
pacientes, la colonizacion por Kluyvera spp.-OXA-48 se detect6 en las primeras 48 h de
hospitalizacién, aunque dicho paciente habia tenido ingresos previos en nuestro
hospital, mientras que en los cinco casos restantes la adquisicion se produjo durante el
ingreso. Los aislados fueron recogidos en 3 servicios distintos del hospital y en periodos
de tiempo muy alejados, por lo que no se pudo establecer una relacién epidemiolédgica
entre los casos. Sin embargo, todos los aislados mostraron el mismo perfil de campo
pulsado, sugiriendo una transmision intrahospitalaria de este clon. Estos resultados
ponen de manifiesto la capacidad de Kluyvera spp. de persistir en el medio ambiente y

su posible papel como reservorio nosocomial de genes de resistencia.

Es de resaltar que las diferentes técnicas empleadas en la identificacion a nivel
de especie de estos aislados de Kluyvera spp. no fueron concluyentes. La identificacién
realizada mediante espectrometria de masas (MALDI-TOF MS) permiti6 clasificar los
aislados a nivel de género pero no a nivel de especie, siendo K. ascorbata la que mostrd
un mayor grado de identidad en todos los casos. Se han descrito otros casos de
enterobacterias, como el complejo E. cloacae, en los que esta técnica no permite
identificar a nivel de especie [230]. Hay que tener en cuenta que la técnica MALDI-
TOF se basa en la comparacion de perfiles espectrales con una base de datos construida
a partir de cepas de referencia [231], y que la categorizacion incorrecta de las cepas que
conforman estas bases de datos podria dar lugar a identificaciones poco fiables. Por otra

parte, la identificacion mediante amplificacion y secuenciacion del ARNr 16S tampoco
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resulté discriminativa a nivel de especie, obteniendo un 100% de identidad tanto para
K. ascorbata como para K. georgiana. Asimismo, la comparacién del core genome
obtenido a partir de KA2 y los genomas disponibles en la base de datos mostré una
mayor relacién evolutiva de nuestra cepa con K. georgiana que con otras especies de
Kluyvera. Ademads, una publicacién reciente ha sugerido que la cepa K. ascorbata
WCHI1410 podria estar erréneamente identificada y tratarse de un aislado de
K. georgiana [232]. Nuestro andlisis filogenético fue consistente con esta idea, ya que
situd a esta cepa en la misma rama que el resto de aislados de K. georgiana de la base
de datos. Algunos estudios comparativos han demostrado que la secuenciacién completa
de los genomas aporta ventajas respecto a la secuenciacion del ARNr 16S, tanto en la
identificaciéon de especies, como en deteccién de diversidad y prediccion de genes
[233]. Los resultados de este trabajo indican que seria necesario realizar una
reclasificacién de las distintas especies del género Kluyvera, y que la utilizacién de
herramientas de secuenciaciéon masiva puede ayudar a rectificar las bases de datos
disponibles e indirectamente aumentaria la sensibilidad de las técnicas rapidas de

identificacion de las que disponen actualmente los laboratorios.

Las especies del género Kluyvera son consideradas el progenitor natural de las
enzimas CTX-M. El origen de los grupos CTX-M-1 y CTX-M-2 parece estar
relacionado con K. ascorbata, mientras que los grupos CTX-M-8, CTX-M-9 y
CTX-M-25 se cree que han evolucionado a partir de genes de K. georgiana [59-62,64].
La nueva variante CTX-M-213 difiere de CTX-M-13 en una unica sustitucién
aminoacidica en la posicion 56 (Lys-K-Glu). CTX-M-13 es una enzima poco frecuente
del grupo 9, descrita por primera vez en el aiio 2002 en un aislado de K. pneumoniae
[234]. Se ha demostrado que la movilizacién del gen blacrx.m desde el cromosoma de
especies del género Kluyvera a otras enterobacterias, tiene lugar a través de mecanismos
de transferencia en los que estdn implicados diferentes plataformas genéticas [52,201].
Los elementos de la familia ISEcp! estdan implicados en la movilizacién de CTX-M-15,
CTX-M-14, CTX-M-3, CTX-M-9 y CTX-M-13, entre otros, y también actian como
promotores de su expresion [63,234,235]. ISCRI se ha encontrado asociado a
integrones de clase 1 y se ha relacionado principalmente con la movilizacién de genes
blactx-mo [66,70]. También se ha descrito la asociacién de otros elementos genéticos
como IS26 con distintos genes blacrxm [236,237]. En nuestro caso, no se encontrd

ninguna de estas estructuras genéticas en el entorno genético de blactx-m-213. El andlisis
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del genoma completo del aislado KA2, mostr6 que CTX-M-213 se sitda en una regioén
muy conservada del cromosoma del género Kluyvera, considerada la fuente natural del
gen constitutivo blacrx-m. El hecho de que esta region se haya localizado con un 99% de
similitud en plasmidos portadores de otras variantes CTX-M localizados en diversas
especies de enterobacterias [R. planticola pKnNDM1 (NC 023911), E. cloacae
pMRVIMO813 (KP975077.1), E. cloacae pQC (DQ108615.1) y E. coli pMSPO71
(AF174129.3)] sugiere que esta region cromosOmica podria ser movilizada desde
Kluyvera spp. a otras plataformas genéticas mediante diferentes eventos de

recombinacion.

Los primeros estudios de sensibilidad antimicrobiana realizados con especies del
género Kluyvera mostraron que estos aislados eran sensibles a ampicilina, amoxicilina-
acido clavulanico, ticarcilina, cefalotina, cefoxitina y cefotaxima [238]. Posteriormente
se publicaron estudios que demostraron que K. ascorbata puede presentar resistencia a
ampicilina y cefalosporinas de primera y segunda generacion y que esta resistencia esta
mediada por la producciéon de la enzima CTX-M [62]. Estos genes blactxwm
cromosOmicos son débilmente expresados en su contexto original y requieren la
presencia de un promotor (normalmente asociados a secuencias de insercién) para
aumentar los valores de CMI y ser considerados fenotipicamente resistentes [201]. En
los estudios de Sarria y cols. y Carter y cols. aproximadamente el 50% de los aislados
recogidos del género Kluyvera eran resistentes a ampilicina, cefalosporinas de primera y
segunda generacién y ticarcilina [225,226]. En nuestro trabajo, todos los aislados
mostraron resistencia a ampicilina, amoxicilina-acido clavulanico, cefalotina, cefazolina
y cefuroxima. Ademads, excepto el aislado KA4, todos fueron resistentes a ceftazidima y
cefotaxima. A pesar de que los seis aislados eran productores de OXA-48, la actividad
frente a estas cefalosporinas fue atribuida a la expresion de CTX-M-213, ya que OXA-
48 hidroliza las penicilinas y carbapenems pero no las cefalosporinas de espectro
ampliado como la ceftazidima y la cefotaxima [105]. La caracterizacién fenotipica de la
nueva variante a través de la obtencién de clones E. coli-DHAS5a con pCTX-M-213,
confirmé que CTX-M-213 era responsable de la resistencia a cefotaxima, pero no a
ceftazidima. Estos datos eran de esperar, ya que la mayoria de las enzimas CTX-M se
caracterizan por tener mayor actividad sobre cefotaxima que sobre ceftazidima [58].
Otros grupos han publicado resultados parecidos con la descripcién de otras nuevas

variantesde blacrxm [64,239]. Por el contrario, la enzima CTX-M-13 obtenida por
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mutagénesis desde CXT-M-213, presentd actividad hidrolitica frente a cefotaxima y
ceftazidima y unos valores de CMI en el rango de la resistencia para cefepime y
amoxicilia-dcido clavuldnico, mientras que la variante = CTX-M-213 fue sensible a

ambos antibidticos.

Como era de esperar, ni la cefoxitina ni los antibidticos carbapenémicos se vieron
afectados por la actividad de CTX-M-213 y CTX-M-13. Nuestros resultados sugieren
que el aminodcido Lys de la posicion 56 podria ser critico para actividad hidrolitica de
CXT-M-13. En general, la presion antibidtica ha desempefado un papel relevante en la
evoluciéon de las enzimas CTX-M movilizadas. El uso de la ceftazidima ha sido
determinante en la apariciéon de nuevas variantes que han mejorado y ampliado su
actividad hidrolitica contra este antibidtico [57,201], como podria ser el caso de

CTX-M-13.

La exitosa diseminacién interespecie de las distintas enzimas CTX-M mediante
transferencia lateral de elementos genéticos moéviles ha sido también un factor
responsable de la endemicidad de estas BLEE en un gran nimero de paises [52,240].
Hoy en dia, se estd describiendo un escenario muy similar con la apariciéon y
propagacién mundial de las EPC [16,131]. Como hemos visto, durante este estudio la
incidencia de colonizacién por EPC fue del 2%. Coincidiendo con estudios previos
realizados en hospitales espafioles, las especies mds frecuentes fueron K. pneumoniae,
E. coli y E. cloacae, mientras que la prevalencia de otras especies como C. freundii,
K. oxytoca o K. aerogenes se mantuvo muy baja [124,144]. En este trabajo
comunicamos la primera descripcion de una especie del género Kluyvera productora de
la carbapenemasa OXA-48. Cabe destacar que en dos de los pacientes también se
recogieron otras enterobacterias (K. pneumoniae, E. coli y R. ornithinolytica)
portadoras de plasmidos pOXA-48 relacionados con los encontrados en Kluyvera spp.
Como sucedi6 con los genes blactx-m, la transferencia lateral mediada por pldsmidos es
uno de los factores responsables de la diseminacién interespecie de los genes
codificadores de carbapenemasas [16]. El plasmido pOXA-48a descrito por Poirel y
cols. [142] esta desempefiando un papel esencial en la aparicién y diseminacion del gen
blapxa-4s en diferentes especies de la familia Enterobacteriaceae [150,215]. El
pOXA-48 descrito en este Capitulo representa el primer pldsmido completamente

secuenciado de Kluyvera spp. portador del gen blapxa.4s. Se trata de un pladsmido IncL.
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de ~63,5 kb relacionado con el pOXA-48a previamente descrito. Este pldsmido
transporta también mecanismos de defensa, como sistemas de restriccion-modificacién
y toxina-antitoxina, que ayudan a su mantenimiento en la célula huésped y a otras

funciones esenciales, como la replicacion, la recombinacion y la conjugacion.

Con la secuenciacion completa de KA2 se encontré un nuevo plasmido IncFII de
~177 kb, pKA2_2, en el que se localizaban genes de resistencia a aminoglucésidos y
sulfonamidas (aadA2 y sull) en un integrén de clase 1 y otros genes con funciones
implicadas en el metabolismo y defensa de la cepa (genes de resistencia a metales
pesados ybombas de expulsion). pKA2_2 compartié una alta similitud con pldsmidos
presentes en R. ornithinolytica 'y C. freundii con multitud de secuencias de insercion, lo
que sugiere una diseminacién y recombinacion de pKA2_2 entre diferentes especies de
enterobacterias. Finalmente, se encontrd un tercer plasmido IncQ de ~9 kb (pKA2_3)
portador de FOX-8, una P-lactamasa de tipo AmpC habitualmente localizada en
plasmidos. Las B-lactamasas plasmidicas de tipo AmpC tienen una prevalencia baja y
suelen estar asociadas a otros mecanismos de resistencia como BLEE o carbapenemasas
[78-80]. El gen blaroxs se detect6 tinicamente en KA2 y su transformante. KA2TM fue
el Unico transformante que mostro resistencia a las cefalosporinas de tercera generacion,
y se atribuy6 a la actividad combinada de los genes blarox.s y blapxa-4s. La presencia en
EPC de otros genes de resistencia como blarox.s, aadA2 y sull, facilita la coseleccion
de estos aislados multirresistentes y favorece su mantenimiento y propagacién en el

ambito hospitalario.

El establecimiento de clones epidémicos de K. pneumoniae y E. coli productores de
OXA-48, junto con la adquisicién mediada por plasmidos de esta carbapenemasa por
parte de otros patdgenos multirresistentes esporadicos, como Kluyvera spp., pone de
manifiesto la exitosa diversificacion de OXA-48 en el entorno hospitalario y en la

microbiota intestinal humana.

4. Brote por K. pneumoniae productora de NDM-1, CTX-M-15 y DHA-1

Durante el ultimo semestre del estudio R-GNOSIS se detectd un brote en el Servicio de
Neurocirugia producido por dos clones diferentes de K. pneumoniae productores de
NDM-1, CTX-M-15 y DHA-1. Se trataba de la primera descripcion en nuestro hospital

de enterobacterias productoras de NDM-1.
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Desde su aparicion en 2009, la carbapenemasa NDM-1 se ha diseminado en todo el
mundo a una velocidad inusitada. En la actualidad se considera endémica en el
subcontinente Indio, los Balcanes y Oriente Medio [111,126]. Uno de los principales
factores de riesgo para la adquisicion de enterobacterias productoras de NDM-1 son los
viajes a estas regiones, tanto por turismo como por asistencia sanitaria [101,162,241-
243]. En Espana, la diseminacién de enterobacterias productoras de NDM se ha
limitado a brotes hospitalarios esporddicos [17] y en la mayoria de los casos se ha
establecido un vinculo con el subcontinente Indio. En 2011 se detect6 el primer caso, un
aislado E. coli productor de NDM-1 procedente de un paciente que habia viajado a la
India y que presentaba diarrea del viajero [242]. En 2012, se aisl6 una K. pneumoniae
productora de NDM-1 en un absceso abdominal procedente de un paciente que habia
estado previamente hospitalizado en la India por una peritonitis [243]. En 2013 se
identific6 un nuevo caso de colonizacién con K. pneumoniae portadora de NDM-1,
también relacionado con la India [244]. En el mismo afio, se llevo a cabo un estudio que
demostro la diseminacidn interhospitalaria de un clon de K. pneumoniae productor de
NDM-7 (ST437) en 7 pacientes ingresados en 3 hospitales de Madrid. En este caso, el
unico vinculo con regiones endémicas fue a través de un familiar sano de uno de los
pacientes [245]. Ruppé y cols describieron en 2014 que la colonizacién de personas
sanas por estas EPC-NDM puede durar menos de un mes desde el retorno de la zona
endémica, pero constituye un importante factor de riesgo para la transmision y

diseminacion de estas EPC [162].

En nuestro trabajo, el paciente indice fue un hombre de origen pakistani, residente
en Espafia, pero que habia recibido atencion sanitaria en su pais de origen tras sufrir un
accidente de trafico. El paciente fue trasladado a nuestro hospital en agosto de 2015,
aunque la colonizacién por EPC-NDM-1 no se detecté hasta 27 dias después. Las
primeras muestras rectales de este paciente fueron negativas, lo que sugiere que el
tratamiento antibidtico recibido durante la hospitalizaciéon podria haber facilitado un
proceso de seleccion de estas EPC. Ademas, dicho paciente presentd cocolonizacion por
un segundo clon de K. pneumoniae productor de NDM-1, que no se detectd hasta 61
dias después del ingreso y que fue responsable del brote durante los siguientes meses.
Se ha demostrado que el tratamiento antibidtico previo, especialmente con
fluoroquinolonas y otras penicilinas antipseudomoénicas, favorece la seleccion de

K. pneumoniae productora de carbapenemasas [34,35,153,217]. Este paciente fue
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tratado con ciprofloxacino las semanas previas a la deteccion del segundo clon
productor de NDM-1, lo que también podria haber facilitado la diseminacion
intrapaciente de esta carbapenemasa. Asimismo, hay que sefialar que los pacientes
colonizados por EPC-NDM-1 tuvieron ingresos significativamente mds prolongados y

tardaron mas tiempo en adquirir la EPC-NDM-1 que los colonizados por otras EPC.

Aunque las principales vias de transmisién de las EPC son las manos del personal
sanitario, los equipos sanitarios y las superficies ambientales también contribuyen a la
diseminacion de estos microorganismos multirresistentes [246]. Los nichos ambientales
tienen un papel fundamental en la epidemiologia de las carbapenemasas NDM, tanto en
los hospitales como en la comunidad. Varios estudios han demostrado que el agua
potable, las aguas residuales y el suelo pueden ser reservorios ambientales de
enterobacterias productoras de NDM-1 en regiones endémicas [128,247-249]. En el
estudio de Seara y cols. de 2014 también identificaron un posible reservorio ambiental
en uno de los hospitales [245]. Durante nuestro brote, no se pudo demostrar la
existencia de un foco ambiental, aunque no podemos descartar que estos
microorganismos productores de NDM-1 pudieran haber persistido en las habitaciones
donde permanecieron ingresados algunos de los pacientes. Ademads, hay que destacar
que, a pesar de las medidas de control y prevencién implementadas, en abril de 2016 y
ya fuera del periodo de estudio del proyecto R-GNOSIS, se detectaron dos nuevos casos
de colonizacién por K. pneumoniae productora de NDM-1 tras el reingreso de uno de

estos pacientes.

Por otra parte, las enzimas NDM se han detectado en una amplia variedad de
enterobacterias, aunque los principales reservorios son K. pneumoniae y E. coli
[101,127,130,132]. En nuestro estudio, todo indica que en el primer paciente tuvo lugar
la transferencia in vivo de blaxpy.i entre los clones H/ST437 y C/ST101 de
K. pneumoniae. Ambos clones han sido previamente descritos como portadores de
OXA-48 y KPC-2 [137,144], aunque en este trabajo se describieron tnicamente
asociados a NDM-1. En la bibliografia encontramos que el clon ST101 habia sido
relacionado previamente con la enzima NDM-1 [132,250] y el clon ST437 con NDM-7
[245], lo que indica su facilidad para la adquisicion de este tipo de mecanismo de
resistencia y refrendando su consideraciéon como clones de alto riesgo. Otros clones

epidémicos de K. pneumoniae (ST15 y ST11) y de E. coli (ST10, ST410 y ST131),
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frecuentes en nuestra region y en nuestro hospital, también han sido asociados a NDM-1
[132,250,251]. Afortunadamente, durante este brote no se detectd la transferencia de
blaxpm-1 a estos clones de alto riesgo de K. pneumoniae, ni a otras especies de

enterobacterias como E. coli.

En general, la transferabilidad de NDM-1 se ha vinculado a diversos plasmidos
conjugativos de distinto tamafo [101,127]. Estos pldsmidos han sido clasificados
mediante el esquema PBRT como IncN2, IncA/C, IncL/M, IncF, IncX, o IncH, aunque
en ocasiones se ha tratado de plasmidos no tipables[132,250]. También se ha descrito
que blaxpm-1 puede tener localizacién cromosdmica, aunque con una frecuencia muy
baja [127,132]. En este trabajo, el gen blaxpm.1 tuvo localizacién plasmidica en todos
los aislados. En el primer clon (clon H/ST437) se identific6 un plasmido de~100 kb que
portaba tanto la NDM-1, como las otras B-lactamasas CTX-M-15 y DHA-1. Este
plasmido no se pudo transferir a cepas isogénicas de E. coli, ni se pudo clasificar con el
método PBRT. Por otro lado, en el clon C/ST101 se detectaron dos pldsmidos, uno de
~120 kb portador de NDM-1 (IncF) y otro de ~150 kb portador de CTX-M-15 y DHA-
1. En este caso, pudimos obtener transconjugantes con pNDM-1 que nos permitieron
estudiar el perfil de resistencia de esta enzima y su coste bioldgico respecto a las cepas

salvajes.

En general, la diseminacion de los genes blaxpm-1 se ha asociado a plasmidos que
suelen estar asociados con otros mecanismos de resistencia, tanto B-lactamasas (AmpC,
BLEE o incluso otras carbapenemasas) como genes que confieren resistencia a otros
grupos de antibidticos. En muchas ocasiones, las unicas opciones terapéuticas
disponibles para tratar las infecciones producidas por estas EPC panrresistentes son
tigeciclina, colistina y fosfomicina [125,127,133]. Entre los aislados EPC-NDM-1
recogidos durante este brote, los Unicos antibidticos que mostraron sensibilidad fueron
amikacina y colistina en el caso del clon H/ST437, y tigeciclina, cotrimoxazol y
colistina en el caso del clon C/ST101. Los transconjugantes con NDM-1 obtenidos
desde el clon C/ST101 mostraron unas tasas de resistencia muy elevadas frente a los
carbapenems y las cefalosporinas de amplio espectro. Ademads, estos resultados
sugirieron que los genes responsables de la resistencia a los aminoglucésidos se

encontraban posiblemente en el mismo plasmido que NDM-1.
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Por otra parte, el ensayo de fitness nos permitié comprobar que el coste biologico
de este plasmido para el clon C/ST101 de K. pneumoniae es muy bajo. Sin embargo, los
experimentos de estabilidad plasmidica no nos permitieron obtener células curadas de
plasmido para ninguno de los dos clones, sugiriendo que estos elementos genéticos

estan altamente adaptados a estas cepas de K. pneumoniae.

Hay que destacar que la coproduccion de CTX-M-15 y DHA-1 por parte de
enterobacterias productoras de NDM ha sido descrita previamente. En nuestra region, el
aislado E. coli-ST156-NDM-1 identificado por Solé y cols. en 2011 mostr6 el mismo
perfil genotipico que nuestros aislados [242]. CTX-M-15 es actualmente la BLEE mas
extendida en todo el mundo y su diseminacién a través de EPC ha sido ampliamente
demostrada [16,201]. Por otro lado, DHA-1 es una B-lactamasa AmpC plasmidica poco
frecuente, aunque su coproduccién por cepas NDM-1 ha sido descrita también en otros

estudios [247,252].

Por otro lado, en dos pacientes incluidos en el brote se detect6 la coexistencia del
clon C/ST101-NDM-1 con otras enterobacterias productoras de otras carbapenemasas.
Concretamente, detectamos los clones epidémicos ST11-OXA-48+CTX-M-15 y ST54-
VIM-1+SHV-12 de K. pneumoniae y otros dos aislados no epidémicos productores de
VIM-1 (K. pneumoniae-X/ST908 y E. coli-F/ST43). Excepto en el clon B/ST54-VIM-1,
OXA-48 y VIM-1 se identificaron un pldsmido de ~60 kb IncL, relacionados con el

descrito en los Capitulos 2 y 3 de esta tesis y también en la bibliografia [142].

El ingreso de pacientes procedentes de paises endémicos debe alertar del riesgo de
introducciéon de esas cepas multirresistentes en los hospitales. La situacion que
describimos, a pesar de la vigilancia y medidas de control epidemioldgico adoptadas,
evidencia su dificil control y una rdpida diseminacion que podria estar asociada al tipo
de microorganismo. Nuestros resultados reafirman la facilidad de propagaciéon de estas
carbapenemasas NDM-1 a través de clones epidémicos con una elevada capacidad de

dispersion y de persistencia en el ambiente hospitalario.

5. Discusion final

Los resultados de esta tesis indican que K. pneumoniae continda siendo el principal
reservorio de los genes de carbapenemasa y en particular de OXA-48. No obstante, se

describe también la dispersion de la enzima OXA-48 entre distintas especies de
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enterobacterias y diferentes clones epidémicos y no epidémicos, especialmente de
E. coli, reflejando la alta y rapida capacidad de diseminacién de esta carbapenemasa. La
transferencia in vivo del plasmido IncL-pOXA-48, principalmente desde clones
nosocomiales de K. pneumoniae a aislados clonalmente no relacionados de E. coli, pero
también a otras especies de enterobacterias poco frecuentes en la microbiota humana
como Kluyvera spp. pone también de manifiesto la potencial capacidad de
diseminacion interespecie de blapxa4s y de su emergencia en especies con menor
relevancia clinica que K. pneumoniae y E. coli. Asimismo, la dispersion de este
plasmido pOXA-48 a través de clones circulantes bien adaptados de E. coli podria
facilitar la introduccién y diseminacién incontrolada de esta carbapenemasa en la
comunidad, como sucedi6 afios atrds con la enzima CTX-M-15. Asimismo, el riesgo de
adquisicion de otros mecanismos de resistencia, incluidas otras carbapenemasas como
VIM-1 y KPC-3, por parte de este plasmido dominante y altamente transferible podria
dar lugar a la aparicion y seleccion de clones panrresistentes con una elevada capacidad
de propagacién tanto en el dmbito hospitalario como en el comunitario. En este
contexto, la introduccidén de nuevas carbapenemasas, por el momento infrecuentes en
nuestro medio, como NDM-1, acrecienta més la dimensién del problema y su control

epidemiolégico.

Los estudios de vigilancia epidemioldgica en el medio hospitalario son
necesarios para conocer los mecanismos de dispersion de las EPC y poder disefiar
medidas adecuadas para el control y prevencion de su diseminacion. El escenario
descrito durante este trabajo es altamente complejo, donde la diseminacién policlonal, la
persistencia y emergencia de clones epidémicos, la transferencia in vivo de los genes de
carbapenemasa y los brotes hospitalarios vinculados con patégenos poco frecuentes y de
otras dreas geograficas, contribuyen a la evolucién y endemia local de estos

microorganismos productores de carbapenemasas y en particular de OXA-48.
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“El secreto del cambio estd en centrar toda tu energia, no en luchar contra el pasado,
sino en construir todo lo nuevo”

Sécrates
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CONCLUSIONES

1. La incidencia de enterobacterias productoras de B-lactamasas de espectro extendido
(BLEE) durante el estudio R-GNOSIS fue del 8,4%. No se observaron diferencias a lo
largo del tiempo, ni tampoco tras la implementacion de medidas de precaucion de
contacto orientadas a reducir su transmision. La diversidad de especies en esta

poblacién se mantuvo estable, siendo E. coli la especie predominante.

2. El 2% de los pacientes que participaron en el estudio presentaron colonizacién por
enterobacterias productoras de carbapenemasa (EPC). Aunque la incidencia se mantuvo
invariable a lo largo del tiempo, se detectd una posible contencién de estas EPC como
consecuencia de las medidas de aislamiento de contacto empleadas para reducir la
transmisién de portadores de enterobacterias con BLEE. La diversidad de especies de
EPC detectadas se redujo a lo largo del estudio, debido principalmente al aumento de la

prevalencia de K. pneumoniae con estas enzimas.

3. En el 56,2% de los pacientes, la colonizaciéon por EPC fue de adquisicién
nosocomial, mientras que en el 22,8% se asocid a ingresos previos en nuestro hospital y
en el 3,7% se relaciond con cuidados sanitarios en otros centros sanitarios. En general se

traté de pacientes con edad avanzada y estancias hospitalarias prolongadas.

4. La enzima OXA-48 fue la carbapenemasa mads frecuente durante el estudio
R-GNOSIS (64,1%), seguido de VIM-1 (26,8%), NDM-1 (5,3%) y KPC-3 (3,5%). La
coproducciéon de BLEE se detecté en mds de la mitad de las EPC (55,5%), siendo la
mads frecuente la asociacion de OXA-48 y CTX-M-15 en K. pneumoniae (29,3%).

5. K. pneumoniae es el principal reservorio de genes de carbapenemasa, siendo los
clones ST11-OXA-48 y ST54-VIM-1 los més prevalentes. No obstante, en la dltima
parte del estudio se observé una disminucién de su diversidad debido a la diseminacion
de OXA-48 a través de multiples clones emergentes de esta misma especie. Este hecho
indica la elevada capacidad de diseminacién de esta enzima, que también se refleja en
su introduccién en otras enterobacterias, algunas de ellas con menor significacion

epidemioldgica.

6. Se describe el aumento de la prevalencia de clones no relacionados de E. coli

productores de OXA-48, pero también de clones epidémicos previamente asociados a la
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dispersion mundial de las enzimas CTX-M, como el CC10, lo que aumentaria el riesgo

de introduccién y propagacion de esta carbapenemasa en el &mbito comunitario.

7. En el subgrupo de pacientes cocolonizados, la diseminacién del gen blaoxa.as se
asocié con la dispersion de un plismido IncL-pOXA-48 altamente transmisible.
Nuestros resultados sugieren que la transferencia in vivo de este pldsmido ocurrié
principalmente desde clones epidémicos y persistentes de K. pneumoniae a clones no

relacionados de E. coli.

8. La transferencia in vivo de genes de carbapenemasa diferentes a blapxa-4s se produjo
con menor frecuencia. En los pacientes cocolonizados por enterobacterias productoras
de VIM-1 se identificaron plasmidos IncL relacionados con pOXA-48, mientras que en
la cocolonizacién por productores de KPC-3 se asocié a plasmidos IncN no

relacionados con los anteriores.

9. Se describe por primera vez la adquisicidn de blapxa.as por Kluyvera spp. a través de
la transferencia lateral de un plasmido IncL-pOXA-48 y su posterior diseminacion entre
pacientes a través de un unico clon. En todos los aislados se caracterizd la nueva
variante CTX-M-213, localizada en una region conservada del cromosoma del género
Kluyvera y diferente de CTX-M-13 en una unica sustituciéon aminoacidica (Lys-56-

Glu).

10. Las técnicas rdpidas de identificacion que disponemos actualmente, como el
MALDI-TOF MS vy la amplificacién y secuenciacion del ARNr 16S, no discriminan
entre las distintas especies del género Kluyvera, poniendo de manifiesto la necesidad de
aplicar nuevas herramientas, como la secuenciacién masiva, que permitan mejorar y

completar las bases de datos utilizadas en la identificacién de estos microorganismos.

11. Se describe por primera vez en nuestro hospital un brote asociado a dos clones de
K. pneumoniae (ST437 y ST101), ambos productores de NDM-1, CTX-M-15 y DHA-1.
Su origen se vincul6 a la asistencia sanitaria de un paciente procedente de una region
endémica (Pakistdn). Los estudios de sensibilidad antibidtica mostraron que los clones
de K. pneumoniae ST101 y ST437 productores de NDM-1 eran resistentes a todos los
antibidticos excepto colistina y amikacina en el caso del clon ST101, y colistina,

tigeciclina y cotrimoxazol en el caso del clon ST437.
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12. La coexistencia del clon ST101-NDM-1 de K. pneumoniae con otros epidémicos de
esta especie como ST54-VIM-1 y ST11-OXA-48, y con otros clones no epidémicos de
K. pneumoniae y E. coli portadores de plasmidos relacionados con IncL-pOXA-48,
podria facilitar el intercambio genético de estos genes de carbapenemasa y contribuir a
la emergencia de clones panrresistentes mejor adaptados al dambito hospitalario y a la

comunidad.

13. Los resultados y conclusiones de esta tesis ponen de manifiesto el complejo
panorama de las enterobacterias productoras de carbapenemasas y la penetracion eficaz
de estas enzimas en nuestro hospital. Su deteccién, caracterizacion, seguimiento
continuo y andlisis a diferentes niveles constituye, tal y como sefalan los diferentes
planes de lucha contra la resistencia a antimicrobianos, un pilar esencial para su

contencion.
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Objectives: To describe the incidence and microbiological features of carbapenemase-producing
Enterobacteriaceae (CPE) from colonized patients in a Spanish university hospital during a cluster-randomized
study [the Resistance of Gram-Negative Organisms: Studying Intervention Strategies (R-GNOSIS) project] on iso-
lation strategies for faecal ESBL carriers.

Methods: From March 2014 to March 2016, 15 556 rectal swabs from 8209 patients admitted in two surgical
wards and two medical wards were collected and seeded on ESBL and CPE chromogenic agars. Carbapenemase
characterization (PCR and sequencing) was performed, and antibiotic susceptibility (MIC), clonality (PFGE and
MLST) and diversity (Simpson diversity index estimation) were determined.

Results: One hundred and ninety-eight CPE isolates, mainly Klebsiella pneumoniae (53.5%) and Escherichia coli
(19.2%), were identified in 162 patients (2%). Prevalence of CPE carriage remained unchanged over time.
Overall, amikacin (9.6%), tigecycline (9.6%) and colistin (0.5%) showed low non-susceptibility. The most fre-
quent carbapenemase was OXA-48 (64.1%), followed by VIM-1 (26.8%), NDM-1 (5.3%) and KPC-3 (3.5%), and
these were co-produced with ESBLs in 43.9%. OXA-48 plus CTX-M-15 was the most frequent association. Two
major K. pneumoniae clones were identified (OXA-48-CTX-M-15-ST11 and VIM-1-SHV-12-ST54) with consider-
able genetic diversity among the remaining isolates, including OXA-48-E. coli. Species diversity tended to de-
crease from 0.75 in the first 6 months of the study to 0.43 in the final months. The emergence of new clones (i.e.
OXA-48-Kluyvera spp. and NDM-1-K. pneumoniae ST437 and ST101) and displacement of other particular clones
were also demonstrated.

Conclusions: We describe a polyclonal and changeable CPE population over time. Coexistence of worldwide dis-
seminated clones, such as ST11-OXA-48- K. pneumoniae, with unrelated and emerging OXA-48-E. coli clones,
depicts a disturbing CPE epidemiology in our institution.

Introduction

The emergence and dissemination of carbapenemase-producing
Enterobacteriaceae (CPE) have been described worldwide.
Carbapenemase genes are often contained on mobile genetic ele-
ments that facilitate transfer among different Enterobacteriaceae
species. Carbapenemase production is normally linked to

successful MDR clones commonly associated with healthcare-
related infections and increased morbidity and mortality.™

Until 2009, CPE prevalence in Spain was relatively low and nor-
mally related to VIM-1 and KPC enzymes>™ Recently, CPE
prevalence significantly increased owing to the dissemination of
successful Klebsiella pneumoniae clones harbouring blagya-4g, Main-
ly linked to healthcare exposure and prolonged hospital stay.®™®
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