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SUMMARY

Carbapenems are the most broad-spectrum f3-lactam antibiotics active against
Gram-positive, Gram-negative and anaerobe microorganisms. These agents retain
activity against extended-spectrum p-lactamase (ESBL) or plasmid-mediated AmpC-
producing organisms of the Enterobacteriaceae family. Carbapenem resistance in
Enterobacteriaceae 1s mediated predominantly by the production of different types of
carbapenemases (classes A, B and D), although this resistance can also be due to AmpC

overexpression or ESBL enzymes combined with porin loss.

Carbapenemase-producing Enterobacteriaceae (CPE) are usually resistant to
other antibiotic classes as quinolones or aminoglycosides. Tigecycline or colistin are

often the only agents available.

Currently, CPE are scattered around the world, constituting a major public
health problem. To control the spread of these microorganisms is necessary: a rapid

identification, a correct treatment and appropriate measures isolation.

The objectives of this study were to characterize carbapenemase genes, clonal
relatedness and antimicrobial susceptibility data of CPE isolated over 2 years in our
institution. In addition, we analyzed the in vitro activity of plazomicin against these
isolates and we evaluated other phenotypic detection of CPE techniques such as Carba

NP test and MALDI-TOF mass spectrometry.

In this study, 123 CPE were identified K. pneumoniae, K. oxytoca,
S. marcescens, E. cloacae, E. asburiae and E. aerogenes were the involved species.
K. pneumoniae was the most isolated specie. VIM-1 was the most common

carbapenemase followed by KPC-2, OXA-48 and IMP-22.
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SUMMARY

Clonal diversity was identified among different species. Among the
K. pneumoniae isolates, ten sequence types (STs) were identified but two clones were
dominant: ST11 containing mainly VIM-1-producing isolates and ST101 constituted by

KPC-2-producing strains.

Meropenem was the most active carbapenem. All isolates were resistant to
imipenem. Breakpoints for carbapenems proposed by the CLSI were more sensitive in
detecting CPE than those proposed by the EUCAST. Meropenem was the carbapenem

that presented major discrepancies.

These isolates were often resistant to non -lactam antibiotics studied. Amikacin
and fosfomycin were the most active agents. We must mention the high resistance to
tigecycline among K. pneumoniae isolates and colistin among Enterobacter spp.
isolates. Percentage of resistance to aminoglycosides was higher among
KPC-2-producing isolates than among VIM-1-producing isolates. ~Among
K. pneumoniae strains, the highest rates of resistance to colistin and fosfomycin were

detected in isolates VIM-1-producers .

Plazomicin showed a good in vitro activity. Overall, 99% of isolates presented
plazomicin MICs < 2 mg/l, with MICsyand MICyy of 0,25 y 1 mg/l, respectively. The
highest MIC values were detected among S. marcescens isolates (4 mg/l). Plazomicin-
fosfomycin and plazomicin-colistin were the most synergistic combinations.
Plazomicin-tigecycline was the less effective combination. No antagonist interactions

were detected with plazomicin and the evaluated antibiotics

Carba NP test and MALDI-TOF were a good option for detection

carbapenemase activity.
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ABREVIATURAS

A Adenina

A/C Amoxicilina/ dcido clavuldnico
ADN Acido desoxirribonucleico
ARN Acido ribonucleico

bla B-lactamasa

BLAST Basic Local Alignment Search Tool

BLEE -lactamasa de espectro extendido

C Citosina

CDC Centers for Disease Control and Prevention

CMI Concentracién minima inhibitoria

CMI;, Concentracién minima inhibitoria capaz de inhibir al 50% de la

poblacién bacteriana

CMly, Concentraciéon minima inhibitoria capaz de inhibir al 90% de la
poblacién bacteriana

CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute
Cqs Steady-state concentration (Concentracion en estado estacionario)
Da Dalton

EARS-Net  European Antimicrobial Resistance Surveillance Networt

ECDC European Centre for Disease Prevention and Control
EDTA Acido etilendiaminotetraacético
EPC Enterobacterias productoras de carbapenemasa

EUCAST European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

FIC Concentracién inhibitoria fraccionada
G Guanina

GES Guiana extended spectrum

GIM German imipenemase

HCI Acido clorhidrico

HCSC Hospital Clinico San Carlos

I Intermedio

IMI Imipenem-hydrolyzing p-lactamase
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mg

ml
mM
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NaCl
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Molar
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National Center for Biotechnology Information
Cloruro de magnesio

Mueller Hinton

Mueller Hinton Broth
Miligramo

Mililitro
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rpm Revoluciones por minuto

S Segundo

S Sensible

SIM Seoul imipenemase

SME Serratia marcescens enzyme

SLV Single-locus variant (Variante de un tnico locus)
spp Especie
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ug Microgramo
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INTRODUCCION

1. FAMILIA ENTEROBACTERIACEAE

La familia Enterobacteriaceae forma el grupo mds grande y heterogéneo de
bacilos gramnegativos con importancia clinica. Esta familia se engloba dentro del
dominio Bacteria, filo Proteobacteria, clase Gammaproteobacteria y orden
Enterobacteriales. Se han descrito 47 géneros y a todo un conjunto de enterobacterias no

clasificadas (www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy), aunque menos de 20 especies son las

responsables del 95% de las infecciones '

Las enterobacterias son microorganismos ubicuos, ya que se encuentran de
forma universal en el suelo, el agua y la vegetacion, asi como también formando parte
de la microbiota del tracto intestinal del ser humano y de los animales '. Su ubiquidad y
su frecuente adquisicion de elementos genéticos moviles demuestran que sus
hospedadores estdn expuestos regularmente a nuevas cepas con nuevo material genético
(incluyendo resistencia antibidtica) a través del agua, los alimentos, los animales o de

fuentes inanimadas en la comunidad, en el hospital o en un viaje °.

Producen infecciones oportunistas cuando existen factores predisponentes,
excepto los géneros Salmonella, Shigella y Yersinia y ciertas especies de Escherichia
coli y Klebsiella rhinoscleromatis, que se consideran patdégenos primarios porque
siempre estdn asociados a enfermedad. Las especies de esta familia que causan
infecciones oportunistas en el hombre con mds frecuencia son Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Enterobacter cloacae, Enterobacter
aerogenes, Serratia marcescens, Citrobacter freundii, Citrobacter diversus, Proteus
mirabilis, Proteus vulgaris, Providencia stuartii y Morganella morganii entre otras. Las

principales infecciones en las que estdn implicadas son las del tracto urinario y
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INTRODUCCION

respiratorio y en las infecciones de heridas, aunque se pueden aislar en cualquier otra

muestra 1.

1.1 IMPORTANCIA NOSOCOMIAL DE LAS
ENTEROBACTERIAS

Las infecciones nosocomiales (IN) se pueden definir como infecciones
adquiridas durante la estancia en un hospital, que no estaban presentes ni en el periodo
de incubacion ni en el momento del ingreso del paciente. Las IN ocasionan una elevada

mortalidad, prolongan la estancia hospitalaria y aumentan los costes asistenciales.

Segun el National Healthcare Safety Network (NHSN), programa de referencia
de vigilancia de las IN en Estados Unidos, aproximadamente el 43% de los
microorganismos gramnegativos estdn implicados en las IN °. De estos, las
enterobacterias representan el 75%. Las especies mds prevalentes son E. coli y
Klebsiella spp. (figura 1), aunque la frecuencia relativa de los diferentes

microorganismos puede variar en funcion del foco de infeccidn.

BE. coli (40%)

B Klebsiella spp. (28%)

B Enterobacter spp. (16%)
O Proteus spp. (9%)

W Serratia spp. (7%)

Figura 1. Distribucion de los géneros de enterobacterias aislados en infecciones
nosocomiales.
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INTRODUCCION

K. pneumoniae es un microorganismo que estd muy adaptado al ambiente
hospitalario, pudiendo sobrevivir mucho tiempo en las manos del personal sanitario y en
el ambiente gracias a su capsula hidréfila, que le permite resistir a la desecacion en el
medio y sobrevivir en la piel; ademds dicha cdpsula protege a la bacteria de la

fagocitosis y de los diversos factores bactericidas del huésped *.

Los humanos podemos ser portadores de K. pneumoniae durante muchos afios,
con el riesgo de adquirir infecciones por esta bacteria y de diseminarla en cualquier
lugar. Se ha demostrado que los pacientes colonizados por K. pneumoniae tienen de dos

a cuatro veces mds infecciones asociadas a cuidados sanitarios que los no colonizados °.

Por otro lado, a pesar de no tener una gran resistencia intrinseca a los
antimicrobianos, K. pneumoniae puede adquirir gran cantidad de pldsmidos con genes
de resistencia. En los ultimos afos, existe un claro aumento en la prevalencia de
K. pneumoniae resistente a multiples antimicrobianos, la cual hace que el tratamiento

antimicrobiano de las infecciones sea muy complicado.
2. ANTIBIOTICOS g-LACTAMICOS

Los antibidticos P-lactdimicos constituyen uno de los grupos mads importantes
dentro de la terapéutica antiinfecciosa. Actualmente, son los antimicrobianos mas

prescritos porque son el tratamiento de elecciéon en numerosas infecciones.

El descubrimiento de este amplio grupo de antimicrobianos se debe a Fleming,
quien en 1928 denominé penicilina a la sustancia producida por un hongo, Penicillium
notatum, que provocaba la lisis de distintas especies de Staphylococcus spp. A finales

de la década de 1940, la penicilina G estaba disponible para su uso general en EEUU, lo

29




INTRODUCCION

que marca el inicio de la era antibidtica moderna. A partir de entonces fueron

desarrolladas diversas moléculas semisintéticas con un mayor espectro antibacteriano.

2.1 ESTRUCTURA QUIMICA

Todos los farmacos pertenecientes a este gran grupo presentan en su estructura
quimica el anillo B-lactdmico, responsable del mecanismo de accién, de la escasa
toxicidad directa y del principal mecanismo de resistencia (B-lactamasas). A este anillo
B-lactdmico se encuentra unido un anillo secundario, que es diferente en cada grupo de
B-lactdmicos, formando ambos un nicleo (figura 2). La asociacion de diferentes tipos de
cadenas lineales a este nicleo unido a pequefias alteraciones en la estructura quimica
determina las diferencias en cuanto al espectro antibacteriano, a las propiedades

farmacocinéticas y a la resistencia a las B-lactamasas °.

Anillo batalactamico + Anillo secundaric = MNicleo del betalactamico — = GRUFO ANTIBIGTICO
oG- MH
R\ 5
Anillo iazolidinkco Acido G-aminopenicilanico PEMICILINAS
g N
s
R— Mg
Anille dihidrotiacinico Acido 7 o-cefalosporinico CEFALOSPORINAS
D¢ N kn
R
R. 4
—R Anilly pirolinico Carbapanamo CARBAPENEMAS
o N
R R
R— NH-I' - R
Ninguno Monobactamo MONOBACTAMICOS
e M
R\_ o)
Anillo cxazolidinico Clavamo/oxapenamo ACIDO CLAVULANICCA
o© N

“Todos bos inhibidores de a3 betalactamasas gue s usanen la practica {Addo davul nico, sulbadam vy tazchectam)
fienen estructurs betsi actamica. Bl sulbhsdam y &l terobactam son dervados sulfdnicos del Acido penicilanioo.

Figura 2. Estructura quimica de las diferentes clases de p-lactdmicos °.
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2.2 MECANISMO DE ACCION

Los antibidticos B-lactdmicos son agentes bactericidas que producen su efecto

principalmente a través de 2 mecanismos :

Inhibicién de la sintesis de la pared celular bacteriana. Inhiben la tltima
etapa de biosinteis del peptidoglucano: la formacién de las uniones cruzadas
(transpeptidacion). Las enzimas transpeptidasas y carboxipeptidasas que
participan en esta etapa son también capaces de unirse covalentemente a las
penicilinas y a otros antibidticos B-lactdmicos. De ahi que se denominen
proteinas de unién a la penicilina (PBP) ®. Para que actien los B-lactdmicos, es
preciso que la bacteria se halle en fase de multiplicacion, ya que éste es el
momento en que se sintetiza la pared celular.

Activacion de una autolisina bacteriana enddégena que destruye el
peptidoglucano. Las cepas que carecen de autolisina inhiben su crecimiento en

presencia de B-lactdmico, pero no se destruyen completamente.

2.3 CLASIFICACION Y ESPECTRO ANTIBACTERIANO

La clasificaciéon de los antibidticos [-lactdmicos asi como su espectro

antibacteriano se muestra en la tabla 1.

En general, el espectro de los B-lactimicos incluye bacterias grampositivas,

gramnegativas y espiroquetas. No son activos sobre los micoplasmas (porque carecen

de pared celular) ni sobre bacterias intracelulares como las clamidias o las rickettsias, ya

que tienen escasa capacidad de penetracion dentro de las células. La resistencia natural

de las micobacterias se debe a la produccién de B-lactamasas, probablemente unida a

una penetracién lenta debida a las caracteristicas de la pared °.
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Tabla 1. Principales antibiéticos -lactdmicos.

CLASE B-LACTAMICO

Sensibles a las p-lactamasas:
Espectro reducido: penicilina G, penicilina V.
Activas frente a enterobacterias (aminopenicilinas): ampicilina, amoxicilina.

Activas frente a enterobacterias y Pseudomonas:

PENICILINAS
=  Carboxipenicilinas: carbenicilina, ticarcilina.
=  Acilureidopenicilinas: azlocilina, mezlocilina, piperacilina.
Resistentes a las f-lactamasas:
Antiestafilocdcicas: cloxacilina, oxacilina, meticilina.
Primera generacion: cefazolina, cefalotina, cefapirina, cefradina, cefadroxilo, cefalexina,
cefradina.
=  Muestran una actividad centrada sobre todo en las bacterias grampositivas.
Segunda generacion: cefamandol, cefonicid, cefuroxima, cefaclor, cefprozilo, cefamicinas
(cefoxitina, cefotetan).
= Son activas frente a bacilos gramnegativos como Haemophilus influenzae, Moraxella
catarrhalis y algunas enterobacterias. Mantienen cierta actividad frente a los cocos
grampositivos.

CEFALOSPORINAS . . - o .
Tercera generacion: cefoperazona, cefotaxima, ceftazidima, ceftizoxima, ceftriaxona,
moxalactam, cefdinir, cefditoreno, cefixima, cefpodoxima, ceftibuteno.

= Son muy activas frente a estreptococos y a bacilos gramnegativos pero la actividad
frente a los cocos gram positivos estd reducida.
Cuarta generacion: cefepima, cefpiroma.
= Tienen el mayor espectro de actividad de todos los grupos de cefalosporinas..
Todas las cefalosporinas son inactivas frente a enterococos, Listeria monocytogenes y
estafilococos resistentes a meticilina.
Imipenem, meropenem, ertapenem, doripenem.
, = Tienen el espectro antibacteriano mds amplio de la clase de los B-lactdmicos, sobre todo

CARBAPENEMICOS porque son estables frente a las -lactamasas. Carecen de actividad frente a estafilococos
resistentes a meticilina, enterococos resistentes a ampicilina y Stenotrophomomas
maltophilia.

Aztreonam.

MONOBACTAMICOSS = Es el tnico monobactdmico disponible para uso clinico. Posee una excelente actividad
sobre bacterias gram negativas aerobias. Carece de actividad frente a gram positivos y
anaerobias.

Acido clavulanico, sulbactam, tazobactam.
INHIBIDORES DE
B-LACTAMASAS = Inactivan las B-lactamasas , evitando que se fijen a los B-lactdmicos y los destruyan.
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2.4 MECANISMOS DE RESISTENCIA BACTERIANA

Las bacterias pueden desarrollar resistencia a los B-lactdmicos bdsicamente

mediante 3 mecanismos diferentes ° que, en ocasiones, pueden ir asociados a otros

mecanismos causantes de la resistencia a otras familias de antibi6ticos '%:

Destruccion del antibidtico mediante p-lactamasas. Es lo mas frecuente.
Estas enzimas reaccionan de forma covalente con el anillo B-lactimico, lo

hidrolizan con rapidez e inactivan al farmaco.

Incapacidad para penetrar en el lugar de acciéon debido a las porinas o
a las bombas de expulsion. La ausencia o deleccién de porinas evitan que el
antibidtico atraviese la membrana externa de los microorganismos
gramnegativos para alcanzar la PBP mientras que las bombas lo expulsan a

través de la misma.

Modificacion de la diana en las PBPs. Diferentes alteraciones (mutaciones,
hiperexpresion, modificacion de la afinidad) pueden dificultar la unién del

B-lactamico a la proteina, lo que disminuye su actividad.

3. p-LACTAMASAS

En el caso de las enterobacterias, la produccion de -lactamasas es el mecanismo

de resistencia a los antibidticos B-lactdmicos mds importante por su frecuencia y

eficacia. Se cree que las B-lactamasas son fruto de una evolucién de las PBP, ya que

comparten un alto grado de homologia con ellas ''. Los genes que codifican estas

enzimas pueden encontrarse en el cromosoma o en pldsmidos.
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3.1 CLASIFICACION

En 1980 Ambler clasifica a las B-lactamasas en cuatro clases en funcién de su
estructura molecular: A, B, C y D 2 Las enzimas de los grupos A, C y D son
serin-B-lactamasas, que contienen una serina en su centro activo, y las del grupo B son
metalo-B-lactamasas (MBL), dependientes de Zn*>. En 1988, Bush propone una
clasificacion en la que relaciona el tipo de sustrato, la capacidad inhibitoria y la
estructura molecular de las enzimas °. Esta clasificacion, se revis6 en 1995 por Bush,
Jacoby y Medeiros '* y se actualiz por Bush y Jacoby en el afio 2010 > Tanto la
clasificacion de Bush-Jacoby como la de Ambler estdn relacionas y son las que se
utilizan en la actualidad (tabla 2):

* Grupo 1. Las fB-lactamasas de este grupo se corresponden con la clase
molecular C de Ambler. Pertenecen a este grupo cefalosporinasas que no son
inhibidas por el acido clavulanico. La mayoria de ellas son cromosOmicas y se
encuentran en P.aeruginosa y en algunas especies de enterobacterias. También
pertenecen a este grupo enzimas codificadas en plasmidos, cuyo perfil de
resistencia es indistinguible de las otras.

* Grupo 2. En este grupo se incluye un gran niimero de enzimas que son sensibles
a la accién de los inhibidores de B-lactamasas y que se relaciona con las clases A
(Ia mayor parte) y D de Ambler. En su mayoria son plasmidicas. Existen 12
subgrupos en funcién de los sustratos que hidrolizan.

* Grupo 3. Incluye enzimas de la clase molecular B de Ambler. Son MBL que
requieren para actuar de la unién de Zn*? a su centro activo y que se inhiben por
agentes quelantes como el EDTA, pero que no se inhiben por el acido
clavuldnico o por tazobactam. Son capaces de hidrolizar diferentes tipos de

sustratos. En su mayoria son cromosOmicas.
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Grupo 4 (incluido en la clasificacidn inicial, no aparece en la actualizacion del
afio 2010). Este grupo engloba las penicilinasas que no se inhiben por el acido
clavulanico. Todas ellas estan codificadas en el cromosoma y sin clasificacion,
segun los criterios de Ambler. Estas enzimas podrian ser clasificadas en los

grupos anteriores pero hasta el momento no estdn completamente caracterizadas.
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Tabla 2. Distribucion de las -lactamasas de acuerdo a su funcionalidad s,

Bush-

Bush-lacoby-

Inhibidos por:

Jacaby  Medeiros Ambler (1980} ﬁ:::i::::d-l Caracteristicas IEE;:':::;':::T
{20010y (1995} CLAVa TER EDTA
I i C Cefalosparinas Mo Mo Mayor hidrdlisis de AmpC, P99,
celalosponnas que de AALT-1,
bencilpenicilinas, CMY-2, FOX-1.
Hulrilizis de MIER-1
cefamicinas
le Ml C Cefalosporinas Mo Mo Hidailisis elevada de GO, CMY-37
ceflacidima v de ofrmos
oxlienano-beta-
lnctimbcos
2a 2a A Fenpcilinas 5 M Mayor hadrdlmis die P
bencilpenicilinas que de
celalosponnas
2h 2k A Fenicilinas, 5 Mo Hulrilisis simialar de TEM-1, TEM-2,
cefalosporinas 1° bBencilpemalinas v de SHY-1
peneTacidn cefnlospaorinas
ihe 2he A Cefalosporinas S0 No Hidlrdillisis elevada de TEM-3, SHV-2,
1*=d® peneracidn, o iimancesbhita- CTX-M:15,
monshactam lagtimicos {eefotaxima,  PER-1, VEB-1
celanidima,
cefimanona, cefepima,
e b
2hr 2br A Penicilinas M M Resistentes a dcido TEM-30,
clavulins, sulbactam SHY-=-10
v inanbactam
2her Ml A Cefalospaninas Mo Mo Hidrddisis ehevada de TEM-50
14" peneTacidn, oxiimino-beta-
manHactam lactimecos y resislencia
2 clavulinico,
sulbactam y tazohactam
Fl o e A Carbenicilina k1] My Hulmilisis elevada die PSE-1, CARB-3
carbenicilina
2o NI A Carbenicilina, =i R 11 Hadrdlsas ebevasla de RT-4
cefepima carbeniciling, cefepima,
y cefpiroma
2d 2d (W] Cloxacilina Variable M Hidrilisis ebevaa de O A1, X AN
cloxaciling v oxacilina
2= Ml ¥ Cefalospormas Warnable 1] Hidrilisis de XA,
1°-4* peneracidn cloxacilina, oxacilinay  ONA-15
oxiimine-heta-
lactirmicos
i | NI (] Carbapenemas Varsahle M Hadrdlsas dbe X A-23,
cloxaciling, oxociling y  ONASR
carhapensmas
e 2 A Cefalosporinas S Mo Hidrilisis de Ceph
1*=4" peneracidn celalisporinas.
Ivhibicikin por dcido
clavuldnses pero m por
HEAR L H IR
r i A Carbapenemas Wiarnable PN Hadrdlsas ebevasla de KEPRC-2, IMI-1,
carhapensmas, SME-|
oxpimino-hetas
lactdmicos ¥
cefumicins
ia i B (subgrupo Bl v Carbapencmas Mo Si Hidrdlisas de amplio IMIP-1. VIM-1.
B3) expectm qus incluye CerAl IND-1, LI,
carbapensimas pero se CAL-LGOB-1.
menobsctEmicos FEZ-1
ik i B (subgrupo B2} Carbapenemas Mo S Hidrdlsas de CphA, 5h-1
carhapensmas
byl | 4 Desconocide Penbcilinas Mo Desconocido  Desconocidas Penicilinasa

36



INTRODUCCION

3.2 CARBAPENEMASAS

Las carbapenemasas fueron conocidas desde la introducciéon del imipenem en
1980 en Bacillus cereus, Bacteroides fragilis y Stenotrophomonas maltophilia 16 Desde
su descubrimiento en bacterias de interés clinico en Japén en los afios 90, las
carbapenemasas han ido aumentando en interés, no sélo por su significado clinico sino

también por el estudio de la relacién estructura/funcién .

En 1988, las carbapenemasas fueron incluidas por primera vez en la
clasificacion funcional propuesta por Bush, en los grupos 2df, 2f y 3 B, Segun la
clasificacion molecular de Ambler, estas enzimas se agrupan en tres clases: clase A
(penicilinasas), clase B (metaloenzimas) y clase D (oxacilinasas). Con el tiempo, se
fueron proponiendo distintas subclasificaciones para las MBL 141822 * A ctualmente, las
MBL se dividen en tres subclases (B1, B2, B3) basadas en la combinacion de
caracteristicas estructurales, la afinidad del zinc para los dos sitios de unién y el perfil
de hidrélisis '®. Casi todas las MBL adquiridas pertenecen a la subclase B1, lo que
indica una mayor propensién de los miembros de esta subclase a ser capturados y

diseminados con elementos genéticos moviles 3,

Las carbapenemasas representan la familia de B-lactamasas mds versatil, con un
amplio espectro. Aunque se conocen como “carbapenemasas”’, la mayoria de estas
enzimas reconocen e hidrolizan a casi todos los B-lactimicos y son resistentes a la
accién de los inhibidores de los B-lactdmicos **2°. Algunos investigadores han preferido
la nomenclatura de “enzimas que hidrolizan carbapenémicos” al término
“carbapenemasas”, sugiriendo que los carbapenémicos son sélo una parte de sus

22
sustratos .
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Hasta la década de los 90, todas las carbapenemasas fueron descritas como
especificas de especie, codificadas en cromosomas, con una serie de caracteristicas bien
definidas *’. Sin embargo, el patrén de diseminacién de estas enzimas ha cambiado a
partir del descubrimiento de las carbapenemasas IMP-1 , ARI-1 (OXA-23) y KPC-1

28-31

codificadas en plasmidos . Lo que una vez fue considerado un problema de

expansion clonal de especies ahora es un problema global de dispersion entre especies.

Las carbapenemasas han sido principalmente aisladas en la familia
Enterobacteriaceae, P. aeruginosa y A. baumannii. Dentro de las enterobacterias, estas
enzimas se aislan principalmente en K. pneumoniae y en menor medida en E. coli y
otras especies, con una prevalencia mas alta en el sur de Europa y Asia que en otras

partes del mundo 7.

321 CLASE A

Las carbapenemasas de la clase A, que pertenecen al grupo 2f de
Bush-Jacoby '*, se pueden dividir en 5 grupos en base a su filogenética: GES, KPC,
SME, IMI y NMC-A 213333 1 as enzimas SME, NMC e IMI estan codificadas en
cromosomas mientras que las enzimas GES y KPC se encuentran codificadas en
plasmidos. El gen blakpc esta asociado el transposén Tn4401 393 Clinicamente, el

grupo que maés interés tiene es el de las enzimas KPC. Existen 11 tipos descritos.

El mecanismo hidrolitico de estas enzimas requiere en su sitio activo una serina
en la posicién 70 *. Todas tienen la capacidad de hidrolizar una amplia variedad de
B-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas, aztreonam y carbapenémicos) y todas son
inhibidas por el 4cido clavuldnico y el tazobactam *’. Las oximino-cefalosporinas son
débiles sustratos, por lo que las carbapenemasas de la clase A no confieren resistencia a

las mismas.
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3.2.2 CLASE B O MBL

Las MBL son las carbapenemasas con mds diversidad a nivel molecular y con
mads impacto en la clinica. Pertenecen al grupo 3 de Bush-Jacoby. Las primeras MBL
detectadas y estudiadas fueron enzimas cromosOmicas presentes en las bacterias
ambientales y oportunistas B. cereus, Aeromonas spp. y S. maltophilia ***'. En
contraste a las MBL cromosdmicas, cuya presencia estd directamente relacionada con
la prevalencia de las especies que la producen, ha surgido un incremento en la deteccién
y expansion de las MBL adquiridas y transferibles. Existen al menos 9 tipos de MBL
adquiridas », aunque las mds comunes se incluyen en las familias VIM (con 25 tipos
descritos), IMP, GIM, SIM y NDM 27 Tanto si los genes que codifican las MBL estan
localizados en el cromosoma como en pldsmidos, estos se encuentran formando parte de
genes cassette en integrones de la clase 1 o son movilizados mediante elementos de
insercién ISCR '°*?. Recientemente se ha descubierto que ciertos genes blayy se

encuentran localizados en transposones s,

El sitio activo de estas enzimas contiene un ién (o iones) de Zn+2, en lugar de
serina como en las enzimas de la clase A y D, esencial para el ataque nucleofilico del
anillo B-lactdmico. Las MBL pueden hidrolizar todos los B-lactdmicos excepto el
aztreonam. Esto es debido principalmente al hecho de que las MBL se unen a los

monobactamicoss con una afinidad muy baja “,

Ademads, experimentos de
acoplamiento indican que la posicidn de este antibidtico en el sitio activo no favorece su
hidrélisis **. No son inhibidas por el 4cido clavulanico ni por el tazobactam, pero si por
agentes quelantes como el EDTA 7 Al igual que las cepas productoras de KPC, las
cepas con MBL también producen otras -lactamasas. Por ello, aunque las MBL no son

capaces de hidrolizar el aztreonam, a menudo se identifican enzimas BLEE que si son

capaces de hidrolizarlo *°.
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3.2.3 CLASE D U OXACILINASAS

Las carbapenemasas de la clase D pertenecen al grupo 2df de Bush-Jacoby. Se
pueden dividir en varios grupos segin la homologia de la secuencia: OXA-23 (que
incluye a OXA-27 y OXA-49), OXA-24 (que incluye OXA-25, OXA-26 y OXA-40),
OXA-48 (que incluye OXA-48, OXA-162, OXA-163, OXA-181, OXA-204,
OXA-232), OXA-58, OXA-72 y OXA-143 227344752 [ og genes de las enzimas OXA
pueden estar codificadas en el cromosoma o en pldsmidos. Los pldsmidos que contienen
los genes blapxa.4s estan relacionados con las secuencias de insercion IS7999, una 1S4

responsable en la movilizacién y expresion de los genes de resistencia a B-lactdmicos 3,

La inmensa mayoria de las OXA que exhiben actividad carbapenemasas se
encuentran en especies de Acinetobacter spp., aunque estd incrementando el nimero de

26,5455

las mismas en enterobacterias, en particular en K. pneumoniae . La expansion de

Acinetobacter spp. con carbapenemasa parece ser debida a varios clones, mientras que

la de las enterobacterias es debida a la transmisién de plasmidos entre las cepas “*°°.

El nivel de actividad hidrolitica exhibida por las carbapenemasas OXA es
bastante débil comparada con la de las MBL; las cepas que albergan estas enzimas
pueden requerir mecanismos adicionales de resistencia para que las CMIs de imipenem
y meropenem estén por encima de los puntos de corte. Esto, junto al hecho de que a
menudo son susceptibles a las cefalosporinas de espectro extendido y a los
monobactdmicos, hace que las cepas productoras de estas enzimas sean dificiles de

identificar cuando se utilizan los sistemas automatizados >°.

La enzima OXA-48 (aislada en enterobacterias, sobre todo K. pneumoniae)
tiene una mayor actividad carbapenemasa que el resto de las OXA, con las cuales

comparte menos de un 50% de homologia en su secuencia de aminodcidos . Su
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eficacia para hidrolizar el imipenem es 10 veces mayor que las enzimas OXA de los

2

Acinetobacter spp. *°. OXA-48 también hidroliza las penicilinas y las primeras

cefalosporinas, pero su actividad contra las oximino-cefalosporinas es débil .

3.3 OTROS MECANISMOS DE RESISTENCIA A LOS
CARBAPENEMICOS

Ademds de las carbapenemasas como tal, las [-lactamasas con actividad
carbapenemasa mas débil pueden conferir resistencia a los carbapenémicos en cepas con
captacion reducida o hiperexpresion de bombas de expulsion ' El ertapenem es el

carbapenémico mds afectado por estos mecanismos °.

La resistencia a imipenem asociada con pérdida de porinas y la hiperproduccion
de la P-lactamasa AmpC ha sido descrita en P. aeruginosa, asi como en
Enterobacter spp. **®. También ha sido descrita la resistencia en K. pneumoniae
mediante pérdida de porinas OmpK35 y OmpK36 y a la presencia de B-lactamasa
AmpC plasmidica **. Por otro lado, en Klebsiella spp. se ha detectado resistencia a

carbapenémicos debida a pérdida de porinas asociada con producciéon de BLEE SHV 6,

4. ENTEROBACTERIAS PRODUCTORAS DE
CARBAPENEMASAS (EPC)

4.1 EPIDEMIOLOGIA

4.1.1 MUNDIAL

Durante la primera década del siglo XXI se produjo una diseminacion rdpida y
extensa de K. pneumoniae productora de KPC en la zona noreste de EEUU. Aunque el
primer miembro de la familia KPC fue descubierto en K. pneumoniae en el Norte de
Carolina en 1996, la variante KPC-2 se extendi6 a lo largo de la costa este de EEUU y

en el 2004, fue detectada en Nueva York 316670 §imulténeamente surgié una variante
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de KPC-2, la KPC-3, causante de brotes en Nueva York entre 2000 y 2001 "'. Ambas se
llegaron a establecer en hospitales de los estados vecinos, aparentemente debido al

transito de pacientes colonizados.

En el 2005, en Francia se detect6 una cepa de K. pneumoniae productora de
KPC-2 aislada de un paciente que habia estado en Nueva York 2 Conel tiempo se han
ido aislado K. pneumoniae productora de KPC en diversos paises como en América

Latina, Israel, China y Grecia 7318,

Las enzimas KPC han sido detectadas en un gran nimero de secuenciotipos
(ST) de K. pneumoniae. Sin embargo, la mayoria de los aislados con estas enzimas
pertenecen al ST258. Este ST258 difiere tan solo en una tnica mutacion en un locus de
STI1 y estd fuertemente asociado con la producciéon de KPC y con aislados

. . 44
multirresistentes .

Histéricamente, las MBL se encontraron en P. aeruginosa y Acinetobacter spp.

pero recientemente se estdn diseminando entre las enterobacterias.

Desde su inicial descubrimiento, las MBL SPM (Brasil), GIM (Alemania) y SIM
(Corea) no se dispersaron por otros continentes. Sin embargo, VIM e IMP se detectaron

en todo el mundo ?’.

Desde su primer aislamiento en Japén, K. pneumoniae productora de IMP es
muy frecuente en este pais . K. pneumoniae con IMP-4 ha sido responsable de varios

8081 También se han detectado otras enterobacterias

brotes en China y Australia
productoras de IMP, como S. marcescens y E. cloacae, en Japén, Corea del Sur y
Taiwan *’. La diseminacién de enterobacterias productoras de IMP en el resto del

mundo parece ser limitada con pocos casos identificados en Turquia, Libano, Brasil y

USA 82-85
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La primera enterobacteria productora de VIM fue K. pneumoniae y se detectd
por primera vez en los afios 2001-2003 en los paises del sur de Europa y fue introducida
mas tarde al norte de Europa y a EEUU principalmente a través de pacientes
procedentes de areas de alta prevalencia > En estos paises, la prevalencia continua
siendo baja, con algun brote esporddico limitado a un hospital. Otros paises con brotes

86-88

esporadicos son Tunez, Corea del Sur y Venezuela . Los tipos de VIM que

predominan en las enterobacterias son VIM-1y VIM-4 7.

En el 2008, se caracterizo6 un nueva MBL, la NDM-1, aislada en una
K. pneumoniae en la India 9 A partir de entonces, en el subcontinente indio existe una
elevada prevalencia de K. pneumoniae productora de NDM. Ademds, existe un segundo
reservorio en el centro de los Balcanes, pero la relaciéon con la epidemia de la India es

desconocida *°

La reciente diseminacion de la carbapenemasa NDM a numerosos paises
europeos asi como a América del Norte, Australia, Japén estd atribuida a pacientes

relacionados con la India, Pakistdn y Bangladesh o,

Los genes de esta MBL estan en un plasmido, el cual lleva genes de resistencia a
macrdlidos, aminoglucdsidos, rifampicina, sulfametoxazol y aztreonam % Ademis, se
detectaron algunos aislados resistentes a la colistina y tigeciclina, siendo cepas pan-

resistentes .

En el 2001, se identificé en Turquia en una K. pneumoniae la enzima OXA-48
% Desde entonces, ha sido aislada en paises del Este y en el norte de Africa, asi como
en los paises europeos del oeste, principalmente a través de pacientes colonizados

2,58,92

procedentes del norte de Africa Las cepas de K. pneumoniae productoras de

OXA-48 pertenecientes al ST395 fueron identificadas en Marruecos, Francia y
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Amsterdam, indicando una diseminacién clonal **. Aunque Oriente medio y el norte de

Africa son los focos de la infeccion, el reciente aislamiento de K. pneumoniae productor

de OXA-48 en India, Senegal y Argentina sugiere una expansion globa

1 94-96 )

4.1.2 EUROPEA

La distribucién europea de K. pneumoniae resistente a los carbapenémicos se

muestra en la figura 3. Se puede observar como la mayor prevalencia estd en Grecia e

Italia.

u; P
Percentage resistance i \’
- < 1% g“' \
B 1to:-< 5%

0 5to < 10%
B 10 to < 25%
25 to < 50%
- = 50%

M Mo datareported orless than 10 isolates
[ Notincluded

mm Liechtenstein _
mm Luxembourg g
mm Malta

Figura 3. Distribucién de K. pneumoniae resistente a los carbapenémicos en Europa

(afio 2012 EARS).

En la figura 4 se representa la distribucién europea de las carbapenemasas asi

como su nivel de expansion. En los paises europeos del norte y oeste la prevalencia de

KPC es baja. En estos paises (Suiza, Irlanda, Reino Unido, Francia, Suecia, Noruega,
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Paises Bajos, Dinamarca) se comunican casos aislados relacionados con pacientes

72,9798

procedentes de areas con elevada prevalencia . Existe una alta prevalencia de estas

enzimas en Polonia e Italia **"'%.

Hasta ahora, las enterobacterias productoras de VIM fueron aisladas con mayor

frecuencia en paises del Mediterrdneo, alcanzando proporciones epidémicas en

. 2,101
Grecia .

Recientemente se han producido importantes brotes de enterobacterias con

OXA-48 en hospitales de Francia, Alemania y Bélgica 102-106

M Endemic

= Interregional spread

J Regional spread

] Independent hospital outbreaks
O Single-hospital outbreaks

] Sporadic occurrence

[ Not reported / no data

@ «rc
O vim
@ NDM

@ oxa4s

Other countries:

Luxembourg O

Figura 4. Distribucion de las carbapenemasas mds prevalentes y el nivel de
expansion en los paises europeos 2.
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4.1.3 ESPANOLA

La primera descripcién de EPC en Espaiia fue en el 2005. Se aislaron un E. coli
y una K. pneumoniae productores de VIM-1 en el Hospital de Vall d'Hebron de

Barcelona '’

En el 2007, Tato et al. describieron el primer brote de VIM-1 en Espafia. Los
aislados pertenecian a distintas especies de enterobacterias, incluyendo K. pneumoniae,
E. cloacae, E. coli y K. oxytoca. Los andlisis clonales revelaron que los aislados de
K. pneumoniae pertenecian al mismo clon mientras que los aislados de E. cloacae

% En los afios siguientes, se fueron describiendo

pertenecian a distintos clones
distintos brotes de enterobacterias productoras de VIM-1 en distintos hospitales
espafoles 109-11 También se han descrito otras MBL, como IMP-8, IMP-22, IMP-28 y
en el 2011 se comunic6 la primera NDM-1 en Espafia, en un E. coli aislado de un

portador espafiol que viaj6 a la India "'*'".

En el 2010, se describieron enterobacterias productoras de KPC en 2 hospitales
de Madrid: 3 aislados de C. freundii productores de KPC-2 y varios aislados de

K. pneumoniae productores de KPC-3 pertenecientes a 2 clones no relacionados ''®!'"7.

En el 2011 se publicé el primer brote de K. pneumoniae productora de OXA-48
en Espafa. El caso indice fue un paciente trasladado de una UCI de Marruecos a una de
Barcelona. Los estudios epidemiolégicos demostraron que se tratd del clon ST101, que
previamente fue encontrado en los paises del norte de Africa y responsable de la
expansién de OXA-48 en otros paises europeos ''*. En el 2012, se describi6 otro brote
por K. pneumoniae con OXA-48, en el que el 70% pertenecié a un clon con ST405,

descrito en Marruecos y Bélgica 19
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4.2 ESTRATEGIA PARA LA DETECCION DE EPC

La deteccion de EPC incluye un primer paso de screening seguido de un

segundo paso de confirmacién mediante métodos fenotipicos y/o genotipicos (figura 5).

Screening de EPC

U

CMIs de carbapenemes:

‘ Medios cromogénicos

> | pg/ml para imipenem y meropenem

> 0,5 pg/ml para ertapenem

-Sistemas automatizados Utiles para el screening de pacientes
-Etest portadores de EPC

Confirmacion de EPC

o

Métodos fenotipicos ‘ ‘ Métodos moleculares
-Test de Hodge modificado -PCR y secuenciacion ( “gold standard ™)
-Test de sinergia con EDTA -Microarrays

-Test de sinergia con PBA
-Métodos espectrofotométricos: MALDI-TOF
-Carba NP test

Figura 5. Esquema para la deteccion de EPC.

4.2.1 SCREENING DE EPC

El screening de EPC en muestras clinicas estd basada en el andlisis de
susceptibilidad a los carbapenémicos de los aislados productores de carbapenemasas
comparados con los aislados de la poblacién wild-type. Las CMIs de imipenem y
meropenem de >1 mg/l y de ertapenem de >0,5 mg/l pueden indicar una posible

produccién de carbapenemasas.

El ertapenem parece ser un buen candidato para la deteccién de la mayoria de las

EPC, sobre todo de KPC, ya que los valores de CMIs de ertapenem a menudo son mas
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altos que los de otros carbapenémicos '*°. El inconveniente es que le falta especificidad
porque una permeabilidad disminuida combinada con enzimas BLEE o AmpC puede

2 Los otros 2 carbapenémicos, imipenem y

afectar a las CMIs de ertapenem
meropenem, tienen mayor especificidad. En la gran mayoria de los casos el meropenem
es el carbapenémico mas activo, puesto que sus CMIs suelen ser las mas bajas. Por ello,
este carbapenémico no seria el mas adecuado para la detecciéon de EPC, ya que tendria
poca sensibilidad. Todo esto, hace que el imipenem sea el carbapenémico de eleccion
para un primer paso en la deteccion de EPC, aunque hay que tener en cuenta que las

CMIs de imipenem suelen ser elevadas en caso de Proteus spp., Serratia spp.,

Providencia spp.y M. morganii debido a otros mecanismos de resistencia.

El screening de EPC se lleva a cabo mediante sistemas automatizados para la
determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana, que estdn basados en la
reconstitucion con una suspension bacteriana de diferentes concentraciones de una serie
de antimicrobianos liofilizados en unos paneles y su posterior lectura, realizando la
interpretacion de sensible, intermedio o resistente de acuerdo a los puntos de corte
establecidos en cada caso. Ademas, tienen configurados unas recomendaciones de
“sistemas expertos” que permiten inferir mecanismos de resistencia a través de las
CMIs de los antimicrobianos obtenidas. Ejemplos de sistemas automatizados son:

Wider, Vitek, MicroScan, Phoenix...

Estos sistemas presentan ciertos inconvenientes. Por un lado, se han descrito
discrepancias en las CMIs de los carbapenémicos cuando se comparan con las obtenidas
por los métodos estandar de microdilucion en caldo, resultando menores 122123 "por otro
lado, el fendmeno de la heterorresistencia a los carbapenémicos puede dificultar la
deteccién de EPC utilizando estos métodos '**. Todo esto hace que los sistemas

automatizados no sean una herramienta fiable para la deteccion de todas las EPC . Por
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ello, antes de proceder a realizar los métodos de confirmacion, es recomendable

comprobar las CMIs de los carbapenémicos, por ejemplo, mediante tiras E-test.

Se han disefiado medios de cultivo cromogénicos que contienen un
carbapenémico capaces de reconocer especies de enterobacterias (CHROMagar KPC;
CHROMagar, Paris, France). Por lo tanto, con este medio también se podrian detectar
EPC, aunque no el tipo de carbapenemasa. Son titiles en el proceso de screening de
pacientes colonizados por estas cepas. La principal desventaja es la falta de sensibilidad,
ya que no detectan cepas productoras de carbapenemasas con un bajo nivel de

resistencia.

4.2.2 CONFIRMACION DE EPC

¢ METODOS FENOTIPICOS

Estos métodos detectan la produccién de una carbapenemasa por una cepa
productora de esta enzima. En contraste con las técnicas moleculares tienen la ventaja
de que no soélo detectan las carbapenemasas conocidas, si no que son capaces de
detectar nuevas carbapenemasas. El principal inconveniente es que no son capaces de

identificar con precision la carbapenemasa producida.

El test de Hodge modificado (THM) '* es un método basado en la degradacién
de un carbapenémico por una cepa productora de carbapenemasa que permite que una
cepa sensible a carbapenémicos se extienda creciendo mas cerca del disco que contiene

el carbapenémico, distorsionando el halo de inhibicién.

Los métodos basados en la inhibicion por EDTA '* se utilizan para la
deteccion de MBL. El EDTA es un compuesto que se une al centro activo de las

enzimas de clase B de Ambler que contiene iones de Zn*>.
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Los métodos basados en la inhibicién por dcido borénico * se utilizan para la
deteccion de carbapenemasas de la clase A. Tienen algunas limitaciones en las especies
de enterobacterias productoras de AmpC (Enterobacter spp, Citrobacter spp,
M. morganii, Providencia spp, Serratia spp...) porque el dcido borénico también les
afecta. La inhibicion de la actividad de las cefalosporinasas se consigue mediante el uso
de cloxacilina. Combinando el acido borénico y la cloxacilina se consigue diferenciar

las cepas productoras de carbapenemasas clase A de las cepas productoras de AmpC '*°.

Los métodos espectrofotométricos ' estdn basados en la medida de la
hidrélisis del imipenen con una longitud de onda de 297 nm con un extracto que
contiene carbapenemasas obtenido después de 18 horas de un caldo de cultivo. Con este
método se puede diferenciar las cepas productoras de carbapenemasas de las cepas
resistentes por otros mecanismos distintos. Ultimamente se ha propuesto el uso de la
espectrometria de masas MALDI-TOF para la deteccion de la actividad carbapenemasa,
basada en el andlisis del espectro de degradacion de una molécula de un

carbapenémico '*’.

El test Carba NP (CNP) '*® es un test bioquimico que estd basado en la
hidrdlisis in vitro del imipenem. La hidrdlisis es detectada por un cambio en el valor del

pH (el colorante pasa de rojo a amarillo/naranja).
« METODOS MOLECULARES

Las técnicas moleculares siguen siendo el método de referencia para la
identificacion de genes que codifican enzimas carbapenemasas. Las ventajas de estas
técnicas son el poco tiempo que necesitan (sobre todo las PCR a tiempo real), una

elevada sensibilidad y especificidad. Por el contrario, las principales desventajas son el
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alto coste, el requerimiento de microbidlogos entrenados y que se puede perder la

deteccion de nuevos genes que codifiquen carbapenemasas.

La mayoria de estas técnicas estdn basadas en la PCR y pueden estar seguidas
de una secuenciacién si es necesaria la identificacién exacta del gen. Existen técnicas
de PCR de deteccion de un tnico gen o de multiples genes de las carbapenemasas mas

prevalentes (VIM, IMP, NDM, KPC y OXA).

Otros métodos moleculares son los microarrays '». Estos son métodos mds
versatiles que pueden ser implantados en la rutina para detectar todas las clases de

carbapenemasas con una alta sensibilidad y especificidad.

Estas técnicas tienen interés epidemioldgico, no clinico, ya que no es necesaria
una identificacion precisa del tipo de carbapenemasa para tratar a los pacientes o para

prevenir brotes.

4.3 TRATAMIENTO DE LAS INFECCIONES POR EPC

La experiencia en el tratamiento antimicrobiano de las infecciones por EPC esta
basada en estudios con un ndmero limitado de pacientes, con un bajo o medio grado de
evidencia, y por lo tanto, el tratamiento 6ptimo no estd bien establecido '*°. La seleccién
de los agentes antimicrobianos adecuados para el tratamiento depende de la sensibilidad
in vitro de los mismos asi como de la localizacién de la infeccion. Las opciones para el
tratamiento de pacientes infectados por EPC son limitadas. Ademads de tener resistencia
a los B-lactdmicos presentan resistencias asociadas a otros grupos de antimicrobianos,
tales como fluorquinolonas, aminoglucésidos y cotrimoxazol. Muchos aislados son
sensibles a amikacina o gentamicina y la mayoria de los aislados son sensibles a
tigeciclina y colistina "*'. Sin embargo, en algunas dreas la resistencia a colistina puede

ser muy alta debido a la expansion clonal de cepas resistentes 132133,
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Existen estudios que demuestran la sinergia con el uso de tratamientos
combinados, en especial con un carbapenémico mds un agente activo (aminoglucésidos,

colistina o tigeciclina) *'3+ 1%,

Actualmente, existen diversos agentes en varias fases de desarrollo para el
tratamiento de bacilos gramnegativos multirresistentes. Entre los mds importantes se

encuentran:

* Plazomicina (ACHN-490). Es un derivado de la sisomicina que no se
inactiva por las enzimas modificadoras de aminoglucdsidos mas habituales,
por lo que mantiene actividad frente a enterobacterias, Acinetobacter spp. y
Pseudomonas spp. Sin embargo, no es activa frente a bacterias productoras
de metilasas 16S ribosomal ARN, las cuales son frecuentemente

. 139,140
coproducidas con carbapenemasas NDM .
¢ Avibactam (NXL-104). Es un inhibidor de serin-carbapenemasas tales

como KPC, pero no inhibe MBL 41 Las combinaciones de avibactam con

varios B-lactdmicos han mostrado resultados prometedores '*.
4.4 PREVENCION

Los pacientes colonizados por EPC sirven como reservorio para la transmision

durante los brotes '+

. La vigilancia por parte del equipo sanitario y la rapida deteccion a
través del laboratorio es la clave para prevenir la expansion de EPC. El cultivo de una

torunda rectal es el método mejor aceptado para la deteccion de portadores.

Tanto las gufas US CDC como las ECDC recomiendan la realizacion de las
siguientes medidas: higiene de manos, precaucion con los contactos, aislamiento de los

pacientes, dedicacion exclusiva del personal sanitario, minimizar el uso de dispositivos
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invasivos (particularmente catéteres urinarios), promover o reforzar la vigilancia

antibidtica y realizar un screening de EPC 1%

Los pacientes colonizados, pero no infectados, no deberian de ser tratados con

ningln antimicrobiano.
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OBJETIVOS

Las EPC estdn ampliamente diseminadas por todo el mundo, constituyendo un
importante problema de salud. Para el control de estos microorganismos, s necesario
una rapida identificacion de los mismos, un tratamiento adecuado y unas correctas
medidas de aislamiento de los pacientes. Todo ello, hizo plantearnos el conocer la

situacion de nuestro hospital en este aspecto.

Los objetivos de este trabajo fueron los siguientes:

1. Detectar fenotipicamente las EPC que se aislen de muestras clinicas en el
Hospital Clinico San Carlos en un periodo de dos afios e identificarlas a nivel de

especie.

2. Determinar los datos epidemioldgicos de los pacientes en los que se aislen estos

microorganismos.

3. Caracterizar a nivel molecular los tipos de carbapenemasa producidos por cada

especie.

4. Establecer mediante PFGE los clones circulantes para las diferentes especies.

5. Determinar mediante MLST los clones de K. pneumoniae y estudiar su

evolucion en el periodo de estudio.
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6. Estudiar la sensibilidad de estos aislados a los carbapenémicos asi como a los
antimicrobianos mds utiles en el tratamiento de las infecciones por estos
microorganismos. Analizar las relaciones entre especies y clones con el perfil

de resistencia.

7. Evaluar la actividad in vitro de plazomicina, nuevo aminoglucésido en Fase 3,

tanto solo como en combinacién con otros antimicrobianos, frente a estos

aislados.

8. Valorar otras técnicas fenotipicas de deteccion de EPC como son el test

bioquimico CNP y la espectrometria de masas MALDI-TOF.
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1. AISLADOS CLINICOS

Entre septiembre de 2010 y septiembre de 2012 se seleccionaron aquellas
enterobacterias, procedentes de muestras clinicas del Hospital Clinico San Carlos
(HCSC), que presentaron en el antibiograma un fenotipo compatible con la produccién
de una carbapenemasa. Se excluyeron del estudio las enterobacterias de los géneros

Proteus spp., Morganella spp.y Providencia spp.

La identificacion y sensibilidad de las cepas se llevaron a cabo en el laboratorio
de Microbiologia Clinica del HCSC mediante los paneles de los sistemas automatizados
Wider (Francisco Soria Melguizo) o Vitek 2 (Biomerieux): Wider Gram Negative
Panel Rev.2 y Vitek AST-N243, respectivamente. Los antibidticos carbapenémicos y

las concentraciones que incluyeron cada sistema fueron diferentes (tabla 3).

Tabla 3. Concentraciones de los antibidticos carbapenémicos incluidos en los paneles de
cada sistema de deteccion.

Carbapenémicos Wider Gram Negative Panel Vitek AST-N243
Rev.2 (Concentracién: mg/l) (Concentracion: mg/l)
Imipenem 1,2,4,8 1,2,4,16
Meropenem 2,4,8 -
Ertapenem 2,4 05,1,6

Se valoré la producciéon de carbapenemasa en las enterobacterias objeto de

nuestro estudio que cumplieron los siguientes criterios:

* CMI > 1 mg/l para imipenem con cualquier valor de CMI para meropenem o
ertapenem.
* CMI > 2 mg/l para meropenem con cualquier valor de CMI para ertapenem o

imipenem.
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e CMI > 2 mg/l (Wider) o > 0,5 mg/l (Vitek) para ertapenem con cualquier valor

de CMI para imipenem o meropenem.

Un unico aislado por paciente fue incluido en el estudio. Se revisaron las
historias clinicas de los pacientes con la finalidad de obtener informacion sobre datos
demograficos (sexo y edad), servicios implicados y tipo de muestra clinica en la que se

aislé el microorganismo en estudio.

2. DETECCION FENOTIPICA DE CARBAPENEMASAS
2.1 TEST DE HODGE MODIFICADO (THM)

Una vez se observo en el antibiograma la expresion de un fenotipo compatible
con la presencia de una carbapenemasa se realizé el THM propuesto por Lee et al. en la

que se usé una cepa control de E. coli ATCC 25922 sensible a los carbapenémicos.

Para la realizacion de esta prueba se preparé una suspension bacteriana con la
cepa control en suero salino (NaCl 0,9%) ajustada al patrén 0,5 de la escala de turbidez
de McFarland (equivalente a 10° UFC/ml), se diluy6 un 1/10 y se inocul6 en una placa
de agar Mueller-Hinton (MH). A continuacidn, se colocé un disco de imipenem (10 pg)
en el centro y se realizaron estrias con un asa de siembra desde el centro hacia los
extremos de la placa tanto con la cepa control como con las cepas a estudio. Se incubd

a 37 °C durante 24 horas.

Se considerd positivo, es decir, presencia de carbapenemasa, cuando el halo del
E. coli control ATCC se distorsiond debajo de las estrias realizadas con las cepas a

estudio.

Una vez que el THM fue positivo, se evalu6 la clase molecular a la que

pertenecian dichas enzimas.
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2.2 TEST DE SINERGIA CON EDTA

Esta prueba se utiliz6 para la deteccion fenotipica de las carbapenemasas de la

clase B, es decir, de las MBL.

Cada cepa seleccionada se inoculd en una placa de agar MH con una dilucién en
suero salino hasta conseguir una turbidez de 0,5 McFarland. A continuacién, se
colocaron 2 discos de imipenem. Se afiadieron 10 u1 de EDTA 0,1M a uno de los discos

de imipenem. Se incubd a 37°C durante 24 horas .

Se considerd positivo, es decir, presencia de MBL, cuando el halo del disco de

imipenem/EDTA fue al menos 5 mm mayor que el halo del disco de imipenem.

2.3 TEST DE SINERGIA CON PBA Y CON CLOXACILINA

Esta prueba se utiliz6 para la deteccion fenotipica de las carbapenemasas de la
clase A, diferencidndolas de las AmpC que presentan sinergia con 4cido fenilborénico

(PBA) pero ademds con cloxacilina.

Cada cepa seleccionada se inocul6 en una placa de agar MH con una dilucién en
suero salino hasta conseguir una turbidez de 0,5 McFarland. A continuacién, se
colocaron 3 discos de meropenem (10 pg). Se afiadieron 10 ul de PBA (40 pg/ul) a uno

de los discos y 10 ul de cloxacilina 100 ug/ul a otro. Se incubé a 37°C durante 24 horas.

Se consideré positivo, es decir, presencia de carbapenemasa de la clase A cuando
el halo del disco de meropenem/PBA fue al menos 5 mm mayor que los halos de los

discos de meropenem y meropenem/cloxacilina.
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No existen inhibidores especificos de enzimas de la clase D. Se considerd que
una carbapenemasa era probablemente de la clase D cuando el THM fue positivo y los

test de combinacion en disco fueron negativos.

3. METODOS MOLECULARES
3.1 EXTRACCION DEL ADN

La extraccion del ADN se realiz6 mediante el método de lisis con el buffer
Triton (100 mM NaCl, 10 mM Tris HCI pH 8,3, 1 mM EDTA, 1% Tritén X100). Se
recogieron con una asa de siembra 1 ¢ 2 colonias de cada aislado procedentes de un
cultivo puro de 18-24 horas y se resuspendieron en 200 ul de este buffer. Los tubos se
calentaron a 100 °C durante 10 minutos y después, se centrifugaron durante 10 minutos

a 14.000 rpm. Los resuspendidos se conservaron a -20 °C hasta su uso.

3.2 AMPLIFICACION DE LOS GENES QUE CODIFICAN
PARA CARBAPENEMASAS

La amplificacion de los genes se realizd mediante reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR). Las cepas fueron analizadas para los genes blaym, blamp, blaxpc, y

blapxa,. Los cebadores utilizados se muestran en la tabla 4.
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Tabla 4. Secuencia de los iniciadores y condiciones utilizadas para la

amplificacién.

MATERIALES Y METODOS

Genes Cebadores Secuencia de los cebadores T?de Tamaino del Referencia
hibridacion fragmento
VIM VIM A 5°ATG GTG TTT GGT CGC ATA TC 3° 52 °C 510 pb 146
VIM B 5" TGG GCC ATT CAG CCA CAT C 3~
IMP IMPA 5°CTA CCG CAG CAG AGT CTTTG 3~ - s0°Cc 587 'I;i)' """"""" L
IMP B 5°AAC CAG TTT TGC CTT ACC AT 3
" KPC | KPCF 5°ATG TCA CTG TAT GGC CGT CT 3" - 58°C 393 _15'_3_ """"""" s
KPCR 5TTT TCA GAG CCT TAC TGC CC 3”
" OXA  OXAF  5GCTTGATGGCCCTCGATT3 57°C  5llpb  Esteestudio
OXAR 5"AAA CCA TCC GAT GTG GGG CAT 3~

La amplificacion se realizé en el termociclador Gene Amp® PCR System 9700

(Applied Biosystems) y las condiciones de amplificacion fueron las siguientes:

blayy
Temperatura Tiempo
94 °C 5 minutos
94°Cc 25segundos 0~
52°C 40 segundos 30 ciclos
72 °C 50 segundos
72°C 6 minutos
blayp
Temperatura Tiempo
94 °C 2 minutos
94°Cc 10 segundos Y
52°C 30 segundos 30 ciclos
72 °C 30 segundos
72°Cc 7 minutos
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blaxpc,
Temperatura Tiempo
94 °C 5 minutos
94°Cc 25segundos o~
58 °C 40 segundos 30 ciclos
72 °C 50 segundos
72°C 6 minutos
blaox,
Temperatura Tiempo
94 °C 1 minuto
94°Cc 30 segqundos o~
57 °C 30 segundos 30 ciclos
72 °C 1 minuto
72°Cc 2 minutos

3.3 AMPLIFICACION DEL INTEGRON CLASE I

Los genes que codifican MBL se suelen diseminar en integrones de la clase 1

(figura 6). Para la amplificacion del integrén se utilizaron los cebadores 5°CS y 3°CS

cuyas secuencias se muestran en la tabla 5.

5°CS

vimA _

vimFf

vimB

AAdAIFf

Figura 6. Representacion de un integrén de la clase 1.

3'CS CJ
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Debido a la longitud del integron se utilizé la enzima Long Expand necesaria
para amplificar fragmentos de gran tamafio. La amplificacion se realizé en el
termociclador Gene Amp® PCR System 9700 (Applied Biosystems) y las condiciones

de amplificacion fueron las siguientes:

Temperatura Tiempo
94 °C 2 minutos

94°Cc 10 segundos Y
55°C 30 segundos 10 ciclos
68 °C 2 minutos

94°Cc 15 segundos 0~
55°C 30 segundos 15.25 ciclos
68 °C 2 minutos

68°Cc 7 minutos

Una vez amplificado el integrén, para poder secuenciarlo, primero se realiz6 una
Nested-PCR de las distintas regiones, utilizando como ADN molde una dilucién 1/100
del producto amplificado. Para la amplificacién se utilizaron los cebadores que se

muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Secuencia de los cebadores utilizados para la amplificacién.

Cebadores Secuencia de los cebadores

5°CS 5°GGC ATC CAA GCA GCA AG 3
3°CS 5'AAG CAG ACT TGA CCT GA 3°
VIMB 5" TGG GCC ATT CAG CCA CAT C 3~
VIMFf 5'GAT CTG GCT GAATGG CCC A 37
AAdATFf 5°CGT ACA AAT GTA GGG CCA GC 3
AAdATF 5°GCT GGC CGT ACATTT GTACG 3°

La amplificacién se realizé en el termociclador Gene Amp® PCR System 9700

(Applied Biosystems) y las condiciones de amplificacion fueron las siguientes:
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Temperatura Tiempo
94 °C 1 minuto
94°Cc 30 segundos ~ 0—~
55°C 30 segundos 30 ciclos
72 °C 1 minuto
72°C 2 minutos

34DETECCION DE LOS AMPLIFICADOS POR
ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

Los productos obtenidos tras la amplificacién se visualizaron mediante
electroforesis, utilizando geles de agarosa al 1.5% en tampdn T.A E. (Tris Acetato 0, 4M
pH 8.3 y EDTA 0,01M, Sigma-Aldrich Co) 1X con bromuro de etidio. La visualizacion

de los productos amplificados se realiz6 en un transiluminador de luz ultravioleta.

Se utilizé un marcador de peso molecular con rango de 100-1000 pb (Bio-Rab

Laboratorios) para la estimacion del tamafio de las bandas obtenidas.

3.5 SECUENCIACION DE LOS PRODUCTOS DE PCR

Los productos amplificados se secuenciaron mediante el método de Sanger o
secuenciacion de terminacién de la cadena, utilizando el kit comercial BigDye

Terminator v1.1 Ready Reaction mix (Applied Biosystems).

En primer lugar, se purificaron los productos amplificados mediante dilucién.
Para ello, se midi6 la concentracién de ADN que habia en cada producto de PCR con el
espectrometro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific). A continuacién se realiz6 una
dilucién ajustando la cantidad de ADN necesaria para cada tamafio del fragmento a

secuenciar (tabla 6).
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Tabla 6. Relacion del tamafio de fragmento y la cantidad de ADN necesaria.

Tamaio del fragmento (pb) Cantidad de ADN (ng)

100-200 4
300-600 6-12
700-1500 14-30

1500 40-100

La amplificacion para la reaccion de secuenciacidn se realizé en el termociclador

Gene Amp® PCR System 9700 (Applied Biosystems) y las condiciones fueron las

siguientes:
Temperatura Tiempo
96 °C 1 minuto
9%6°Cc 10 segundos Y
T? hibridacion 5 segundos 25 ciclos
60 °C 1 minuto

Una vez finalizada, se realiz6 un lavado de las secuencias. Por cada muestra
(10 p1) se utilizaron 10 x1 MgCl, 2 mM y 20 ul Etanol 95%, y a continuacién, para que

precipitase el ADN se metieron en la nevera (4 °C) durante al menos 15 minutos.

Posteriormente se realizaron una serie de centrifugados a 14.000 rpm (el primero
durante 20 minutos y los 2 siguientes durante 10 minutos). En cada uno, se eliminé el
sobrenadante de los tubos y el sedimento que quedaba se resuspendié en 200 ul etanol
70% frio, a excepcidn del tercer centrifugado en el que no se volvié a resuspender. Se
tuvo que evaporar todo el etanol de manera que no interfiriese después en la lectura de

las secuencias.

Las muestras se secuenciaron en un secuenciador ABI PRISM BIO system
automatico (Perkin-Elmer). Las secuencias obtenidas se analizaron con el programa

informatico de tratamiento de secuencias Sequence Scanner. Las secuencias obtenidas
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fueron contrastadas con la base de datos del NCBI utilizando para ello la herramienta de

alineamiento de secuencias BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) con el fin

de comparar nuestro fragmento secuenciado con los existentes en esta base de datos.

4. ESTUDIOS DE CLONALIDAD
4.1 ELECTROFORESIS EN CAMPO PULSADO (PFGE)

La técnica de PFGE consiste en la macrorrestricion de ADN con enzimas de
restriccion de baja frecuencia de corte y su posterior separacion mediante la aplicacion
de campos eléctricos cuya orientaciéon varia periddicamente. De esta manera se
consiguen patrones de restriccion con los que se pueden establecer una relacion

epidemioldgica.

Una limitacién de PFGE es la subjetividad en la interpretacion de los patrones de
bandas y la ausencia de un sistema normalizado que permita cuantificar uniformemente
la distancia genética entre bandas. Todo ello explica que este método no sea utilizado
para la comparacion epidemioldgica entre laboratorios, aunque si es util para establecer
una relaciéon epidemioldgica en brotes dentro de un mismo hospital. Por otro lado, con
esta técnica no se pueden detectar cambios puntuales en genes ni permite la observacion
detallada de ciertos elementos genéticos (pldsmidos, transposones, secuencias de

insercion...).

Para la realizacion de esta técnica se siguieron los siguientes pasos:

e Preparacion de los blogues

Con cada cepa se realiz6 una suspension bacteriana en 1 ml de Carl’s Buffer
(EDTA 50 mM, NaCl 20 mM, Tris 10 mM pH 7.5) hasta alcanzar una turbidez 3

McFarland (equivalente a 2,5 x 10° UFC/ml), se centrifugd a 14.000 rpm durante 10
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minutos y, una vez eliminado el sobrenadante, se resuspendio el sedimento en 100 ul
de Carl’s Buffer. Cada uno, se mezcl6 con 100 ul de agarosa de bajo punto de fusion
al 2% (BioRad) preparada con Carl’s Buffer. Los bloques realizados mediante un

molde, se dejaron solidificar durante 15 minutos a 4 °C.

¢ Incubacion con Proteinasa K

La proteinasa K es una proteasa que actia degradando las proteinas. Este paso es
necesario para romper las proteinas que existen en las paredes celulares y para
inactivar la accion de nucleasas que danaria el ADN. Los bloques se incubaron en el
buffer ES (EDTA 0,5 pH 9, sarcosyl 1%) con Proteinasa K (0,5 mg/ml) a 55 °C

durante toda la noche.

e Lavado de los bloques

Para la eliminacién de la Proteinasa K, que inactivaria la accién de la enzima de
restriccion utilizada, y los residuos originados en el paso anterior, se realizdé una
serie de lavados de los bloques con buffer TE (Tris 10mM pH 7.5, EDTA 1mM pH

8) a temperatura ambiente con agitacién (25 rpm).

¢ Digestion con la enzima Xbal

Para la restriccion del ADN se utilizo la enzima Xbal. Una vez lavados, la mitad
de los bloques se incubaron 30 minutos a 37° C en buffer con BSA (100 ug/ml). A

continuacion se incorpord la enzima Xbal (15U de enzima/ 100 ul de buffer).
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e Preparacion del gel

El gel para la electroforesis se realiz6 con 170 ml de agarosa megabase al 1,2%
(BioRad) preparada con TBE 0,5x a partir de 10x ( Tris 89 mM pH 8.9, Acido
boérico 89 mM, EDTA 2mM). Como marcador de peso molecular se utilizé el

Lambda ladder PFG Marker (Biolabs)..

¢ Condiciones de la electroforesis

Pulso inicial: 5s
Pulso final: 40s
Voltage: 6v/cm

Duracion: 22 ha 14 °C

e Revelado del gel

El gel fue tefiido en 1 litro de bromuro de etidio durante 15 minutos. A
continuacion se elimind el bromuro de etidio sobrante en un 1 litro de agua destilada
durante 45 minutos. La visualizacién de las bandas se realiz6 en un transiluminador

de luz ultravioleta.

e Analisis de los perfiles de restriccion

Los perfiles de restriccion se analizaron con el software FPQuest version 4.5 y
los dendogramas fueron generados mediante el método UPGMA. Las bandas se
analizaron con el coeficiente de Dice; para calcular la distancia de migracién de las
bandas se usé una optimizacion del 1,5% y una tolerancia de posicion del 1,5%.
Los patrones de restriccién obtenidos se interpretaron de acuerdo a los criterios de
Tenover et al. '’ En funcién del nimero de diferencias entre dos patrones se

clasifico a los aislamientos en:
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» JIdénticos. Cuando los dos aislamientos presentan el mismo nimero
de bandas y éstas tienen aparentemente el mismo tamaio.

* Genéticamente relacionados. Cuando el nimero de diferencias
entre los dos aislamientos sea inferior o igual a 3.

* Posiblemente relacionados. Cuando los cambios entre los dos
patrones pueden ser atribuidos a dos hechos genéticos
independientes, el nimero de cambios puede llegar a ser hasta de 6.

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

distintos, sin relacion epidemioldgica.
4.2 TIPIFICACION MULTILOCUS DE SECUENCIA (MLST)

La técnica del MLST est4 basada en la amplificacion y secuenciacion de genes
constitutivos (housekeeping) que codifican enzimas metabdlicas. El hecho de utilizar
enzimas metabolicos, no sometidas a presion selectiva, permite detectar variaciones

neutras que definen lineas clonales relativamente estables.

A diferencia de la técnica de PFGE, el MLST es una técnica utilizada para
establecer comparaciones con otros laboratorios. Sin embargo, es mds laboriosa y
costosa, ya que por cada cepa, se deben realizar 7 reacciones de amplificacién y 14
reacciones de secuenciaciéon. Ademds, el MLST no estd disponible para todas las

especies.
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El MLST se realizé para K. pneumoniae y los 7 genes housekeeping analizados
fueron los siguientes (tabla 7): rpoB (beta-subunidad de la ARN polimerasa), gapA
(gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa), mdh (malato deshidrogenasa), pgi
(fosfoglucosa isomerasa), phoE (fosforina E), infB (factor 2 de inicio de la traduccién)
y tonB (transductor de energia periplasmatica)

(http://www .pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mlst/primers  Kpneumoniae.html).

Tabla 7. Secuencia de los cebadores utilizados para la secuenciacion.

Genes  Cebadores Secuencia de los cebadores Tamaiio del
fragmento
poB F 5 GITTTCCCAGTCACGACGTTGTAGGCGAA
rpoB ATGGCWGAGAACCA 3" 501 pb
rpoBR  STTGTGAGCGGATAACAATTTCGAGTCTTC
e . GAAGTTGTAACC 37 .
gapAF 5 GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTATGAAAT
gapA ATGACTCCACTCACGG 3 450 pb
gapAR  STTGTGAGCGGATAACAATTTCCTTCAGAA
e GCGGCTITTIGATGGCTT 37 ..
mdh F S’GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTACCCAAC
mdh TCGCTTCAGGTTCAG 3 477 pb
mdhR 5 TTGTGAGCGGATAACAATTTCCCGTTTTTC
e CCCAGCAGCAG 3. .
pei F 5’GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAGAGAAA
pgi AACCTGCCTGTACTGCTGGC 3’ 432 pb
pei R 5" TTGTGAGCGGATAACAATTTCCGCGCCAC
i GCTTTATAGCGGTTAAT 37 .
phoEF  5'GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAACCTAC
phoE CGCAACACCGACTTCTTCGG 3° 420 pb
phoER 5 TTGTGAGCGGATAACAATTTCTGATCAGA
e ACTGGTAGGTGAT 37 ..
infBF  5’GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTACTCGCTG
infB CTGGACTATATTCG 3’ 318 pb
infBR 5 TTGTGAGCGGATAACAATTTCCGCTTTCA
e GCTCAAGAACTTC 3. .
tonBF 5 GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTACTTTATA
tonB CCTCGGTACATCAGGTT 3’ 414 pb
tonBR 5 TTGTGAGCGGATAACAATTTCATTCGCCG
GCTGRGCRGAGAG 3°*

*RitAoT; W:Go A

Este protocolo utiliza cebadores que tienen una secuencia universal, la cual

permite que la PCR de todos los genes se realice con la misma temperatura de
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hibridacién (50 °C) y la secuenciacion de los mismos se lleven a cabo usando los

mismos cebadores de secuenciacion.

La amplificacion se realizé en el termociclador Gene Amp® PCR System 9700

(Applied Biosystems) y las condiciones de amplificacion fueron las siguientes:

Temperatura Tiempo
94 °C 1 minuto
94°Cc 30 segundos 0~
50 °C 30 segundos 30 ciclos
72 °C 1 minuto
72°Cc 2 minutos

Una vez que se amplificaron los genes, se secuenciaron con los cebadores de

secuenciacion:

F: 5’GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTA 3°
R: 5STTGTGAGCGGATAACAATTTC 3°

Las secuencias obtenidas se compararon con los alelos conocidos de cada gen,
por lo que se pudieron ver las variaciones existentes en nuestras secuencias con las
conocidas. La identificacién de cada unos de los 7 alelos genera un perfil alélico que
consiste en una secuencia de 7 numeros. Para ello, se utiliz6 una base de datos
centralizada de MLST de K. pneumoniae

(http://www .pasteur .fr/recherche/genopole/PF8/mlst/Kpneumoniae.html). Cada perfil

alélico define lo que se conoce como “tipo de secuencia” (ST).
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5. METODOS DE ESTUDIO DE SENSIBILIDAD A LOS
ANTIMICROBIANOS

5.1 METODO DEL EPSILON-TEST (E-TEST)

Las tiras E-test son un método cuantitativo de difusién en agar. Consisten en
unas tiras de pldstico que incorporan un gradiente de concentracion de antimicrobiano.
Cuando se depositan sobre las placas de agar inoculadas, el antimicrobiano difunde en

el medio.
Este método se utiliz6 para la comprobacién de la CMI de imipenem.

Se prepard una suspension bacteriana con cada cepa en suero salino con una
turbidez 0,5 McFarland y se inocul6 en una placa de agar MH. A continuacion, se

colocé una tira E-test de imipenem. Se incub6 a 37°C durante 24 horas.

Se determina la CMI en el punto de interseccion del halo de inhibicion del

crecimiento con la tira.
5.2 METODO DE DILUCION EN AGAR

En este método de dilucidn, el agente antimicrobiano se incorpora al medio de
agar; de esta forma, cada placa tiene una concentracién diferente del agente. Los
indculos pueden aplicarse rdpida y simultineamente a la superficie del agar usando un
aparato replicador del indculo capaz de transferir 36 indculos a cada placa (replicador

de Steers).

Esta técnica se utilizo para la determinacion de las CMI de las cepas aisladas a

los carbapenemes (imipenem, meropenem Yy ertapenem) asi como a fosfomicina,
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tigeciclina, colistina, amikacina, gentamicina, tobramicina y plazomicina siguiendo los

métodos y criterios establecidos por el CLSI.

Para la realizacion de esta técnica se siguieron los siguientes pasos:

¢ Preparacion de las soluciones madre

Cada laboratorio debe normalizar sus soluciones antimicrobianas en funcién de
los ensayos de los lotes de polvos antimicrobianos que se estan usando para
preparar las soluciones madre. Para ello, se calculd el peso de imipenem,
meropenem, ertapenem, fosfomicina, tigeciclina, colistina, amikacina, gentamicina,

tobramicina y plazomicina utilizando la siguiente formula:

Peso (mg) = Volumen (ml) x Concentracion (ng /ml) / Potencia (ng/mg)

¢ Preparacion de las placas

Se prepararon diluciones seriadas 10x de los distintos antimicrobianos. Se utiliz6
como medio de cultivo MH agar en una proporcién 9:1 (9 partes de agar derretido

por una parte de solucién antimicrobiana).

¢ Preparacién e inoculacidon de las cepas

Se preparé una suspension bacteriana con cada cepa en suero salino con una

turbidez 0,5 McFarland. Para la inoculacién se utilizé un replicador de Steers.

¢ Incubacion v determinacion de la CMI

Las placas inoculadas se incubaron a 37°C durante 24 horas. Se definié la CMI
como la menor concentracién del antimicrobiano que inhibi6 el crecimiento visible

para cada cepa y antimicrobiano.
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Las concentraciones criticas empleadas para definir las categorias de
sensibilidad fueron las recomendadas por el CLSI 2011 '** y el EUCAST 2013 '¥

para enterobacterias (tabla 8).

Se utilizaron como cepas control: E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC

29213.
Tabla 8. Puntos de corte de los antimicrobianos estudiados.
Concentraciones de antimicrobianos (mg/l)
Antimicrobianos CLSI EUCAST
S I R S I R
Amoxicilina/clavulanico <84 16/8 =>32/16
Piperacilina/tazobactam <16/4 32/4 =>128/4
Cefoxitina <8 16 >32
Cefotaxima <1 2 >4
Ceftazidima <4 8 >16
Cefepime <8 16 >32
Aztreonam <4 8 >16
Imipenem <1 2 >4 <2 4-8 > 8
Meropenem <1 2 >4 <2 4-8 > 8
Ertapenem <0,25 0,5 >1 <0,5 1 > 1
Ciprofloxacino <1 2 >4
Gentamicina <4 8 >16
Tobramicina <4 8 >16
Amikacina <16 32 > 64
Fosfomicina <64 128 >256 <32 - >32
Tigeciclina - - - <1 2 >2
Colistina - - - <2 - >2

En nuestro estudio denominaremos resistentes a los aislados “no sensibles”, es
decir incluiremos a los intermedios. Esta categoria se mencionard en los casos en que

sea relevante.
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5.3 CURVAS DE LETALIDAD

Las curvas de letalidad se utilizaron para el estudio de la actividad in vitro de
algunos antimicrobianos solos y en combinacién durante un periodo de tiempo

determinado.

Con este método se estudid la actividad de plazomicina, meropenem,
fosfomicina, colistina, tigeciclina asi como de las combinaciones plazomicina con los 4

antimicrobianos.

Las concentraciones de meropenem, fosfomicina, colistina y tigeciclina
corresponden a las concentraciones en estado estacionario (Css) en suero obtenidas con
las dosis habituales para el tratamiento de las infecciones. Las concentraciones

utilizadas fueron las siguientes:

= Plazomicina: CMIy 2 CMLI.

=  Meropenem: 10 mg/l '*°.

» Fosfomicina: 100 mg/1 "'

= Colistina: 5 mg/l 2.

= Tigeciclina: 0,125 mg/l '>*,

Para la realizacion de esta técnica se siguieron los siguientes pasos:

e Preparacion del indculo

Se inocul6 una colonia de la cepa a estudio en 5 ml de MHB y se incub6 a 37°C
durante 3 horas. Pasado ese tiempo, se realizé una dilucién 1:5. De esta dilucién, se
afiadieron 100 pl a 10 ml de los tubos controles o con antimicrobianos (figura 7). Se

partié de una concentracién de 5 x 10° UFC/ml.
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Plazomicina Plazomicina Plazomicina Plazomicina
+ + + *

Sin ATB  Plazomicina Meropenem Fosfomicina Colistine  Tigeciclina Meropenem Fosfomicina Collsting  Tigeciclina

B TOOT TONAT TN TN TN T T T o Ty

Aml Bml Bml Bml

MHB MHB MHB MHB

10 ml 9 ml 9ml 9 ml 9 ml 9 ml % . & &
MHB MHB MHB MHB MHB MHB 1mlP 1mlP 1mlP 1mlP
23 " + * 2 + + + +

ImlP 1mlM 1mlF 1mlC 1mlT L mlM 1miF imiC LmlT

Lo P P T Tl T P P T Y

Figura 7. Esquema de la inoculacién de la dilucién de la cepa a estudio en los tubos
control o con antimicrobianos.

¢ Plaqueo de cada tubo

Dependiendo de la turbidez de los tubos, se sembraron distintas diluciones de
cada uno para poder contar el nimero de bacterias viables. El esquema de las
diluciones se puede observar en la figura 8. Se plaqueé a las Oh, 4h, 8h y 24h. Las

placas sembradas se incubaron a 37°C durante 24 horas.

100 pl 100 il 100 pl 100 il
900 ul SS 900 ul SS 900 ul SS 900 ul SS 900 ul SS 900 ul SS
100 ul 100 ul 100 pl 100 ul 100 ul 100 pl 100 ul

Figura 8. Esquema de dilucién de cada tubo.
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154,155

Sinergia: Es definida como la disminucién de =2 log;o de UFC/ml entre
la combinacién y el antimicrobiano mds activo en solitario a cada
tiempo, con el nimero de microorganismos supervivientes en presencia
de la combinacién =2 log;o por debajo del nimero de microorganismos
en el inéculo inicial.

Antagonismo: Es definido como el incremento de =2 log;o de UFC/ml
entre la combinacion y el antimicrobiano mds activo en solitario.
Indiferencia: La actividad de la combinacién no difiere de la actividad

del mas efectivo en solitario.

UFC/m UFC/ml
Logy Logyq
8 -
? -
7 X
5
S Antagonismo
14 14
0 T T T T T T 0 T T T T T I
Teempo (h) 4 8 12 16 20 24 Tiempo (h) 4 8 12 16 20 24
A # Control B
A Antibidtico A
B Antibidtico B
o Antibidticos A + B
UFC/mi
I—-'I.-!].‘

Figura

x
Indiferencia

16 20 24

9. Representacion grafica de la actividad que puede presentar un
antimicrobiano.
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5.4 TECNICA DEL TABLERO DE AJEDREZ
(CHECKERBOARD)

Es un método de microdilucién en caldo que se utiliza para evaluar la actividad
in vitro de distintas concentraciones de dos antimicrobianos en combinacion en un

tiempo fijo.

Con este método se estudid la actividad de las combinaciones de plazomicina

con fosfomicina, colistina, tigeciclina y meropenem.
Para la realizacion de esta técnica se siguieron los siguientes pasos:

e Preparacion de las placas

Se prepararon 7 diluciones seriadas del antimicrobiano A:

* Plazomicina: 0,015 — 1 mg/1

Y 11 diluciones seriadas de los antimicrobianos B:

» Fosfomicina: 1 — 1024 mg/1.
= Colistina: 0,5 — 512 mg/1.

» Tigeciclina: 0,015 — 16 mg/1.
=  Meropenem: 0,5 — 512 mg/l.

A cada pocillo se afiadi6 50 pl del antimicrobiano A y 50 pl del
antimicrobiano B de tal manera que la concentracion del antimicrobiano A
aumenta de abajo hacia arriba (G-A) y la concentracion del antimicrobiano B
aumenta de derecha a izquierda (11-1), tal y como se muestra en la figura 10. En
la columna 12 se afiadieron 100 pl de las concentraciones del antimicrobiano A
y en la fila H, las del antimicrobiano B. De esta manera se determinaron las CMI

por microdilucion de cada antimicrobiano a estudio solos y en combinacién.
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Antimicrobiano B
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Antimicrobiano A

Figura 10. Representacion de la preparacion de las placas.

¢ Inoculacién e incubacion de las placas

Se prepard una suspension bacteriana con cada cepa en suero salino con una
turbidez 0,5 McFarland. A continuacidn se realizd una dilucién 1:100. Se inocularon
10 pl de esta dilucién en cada pocillo con una pipeta multicanal. Las placas

inoculadas se incubaron a 37°C durante 24 horas.

e Lectura de los resultados '*

Las interacciones in vitro son calculadas algebraicamente e interpretadas como
sinérgicas, antagénicas o indiferentes. Para ello, se calculé la concentracién
inhibitoria fraccionada total (FICt) en los pocillos sin crecimiento consecutivos a
los pocillos con crecimiento. FICt es la suma de FIC, (CMIpyg / CMI,) mas
FICg (CMIzs /CMIg). En base a esto, se consider6 que cada combinaciéon de

concentraciones de cada antimicrobiano presentaba un:

» Efecto sinérgico si FIC <0,5.
= Efecto parcialmente sinérgico si FIC>0,5y < 1.
» Efecto antagénico si FIC > 4.

= Efecto indiferente si FIC> 1y <4.
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En nuestro estudio denominaremos sinérgicos a los aislados sinérgicos y a los
parcialmente sinérgicos. Esta categoria se mencionard en los casos en que sea

relevante.

También se puede determinar la actividad mediante la representacion de
isobologramas, en la que se enfrenta los valores de FIC4 contra los valores de FICy
(figura 11) La linea recta entre los ejes X e Y represent6 el efecto aditivo entre
ambos antimicrobianos. La combinacién fue sinérgica si el isobolograma fue
concavo (por debajo de la linea de aditividad) y antagénica, si fue convexo (por

arriba de la linea de aditividad).

CM

o
32 g

1/2 CMI |—

Antibictico A

1/4 CMI —

| | |
0 1 2z 4 8 16 32CMl LA CMI - 1/2 CMI 1CMmI
Antibidtico B

1CMI

1/2 CMmI

Antibictico A

1/4 Cmi

l |
0 1 2 4 8 16 32CMI 1/4CMI 172 CMI 1 CMI
Antibidtico B

1CMI

Indiferencia

172 Cmli

Antibidtico A

1/4 CmI

| |
0 1 2 4 8 16 32CMI 1/4CMI 172 CMI 1cmi
Antibidtico B

c

Figura 11. Representacion de isobologramas.
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6. VALORACION DE OTROS METODOS DE
DETECCION DE CARBAPENEMASAS

6.1 TEST BIOQUIMICO CARBA NP TEST II (CNP)

Es un test colorimétrico desarrollado por Nordmann et al. que esta basado en la

deteccion de la hidrélisis del anillo B-lactdmico del imipenem.

Este test se utiliz para detectar la actividad carbapenemasa de los 123 aislados
del estudio. Para ello, se inocul6 un asa de 10 u1 de cada cepa crecida en agar sangre en
200 pul de buffer de lisis Tris-HCl (B-PER II bacterial protein extraction reagent). Se
agitaron con vortex durante 1 minuto y se dejaron incubando a temperatura ambiente al
menos durante 30 minutos. Las suspensiones bacterianas obtenidas se centrifugaron a
10.000 rpm a temperatura ambiente durante 5 minutos. Se mezclaron 30 ul de

sobrenadante con 100 p1 de las tres soluciones:

* Solucién rojo fenol diluida + 0,1mM ZnSO4
* Solucién rojo fenol diluida + 0,1mM ZnSO4 + 3 mg/ml imipenem monohidrato

* Solucién rojo fenol diluida + 0,1mM ZnSO4 + 3 mg/ml imipenem-cilastatina

El pH de las soluciones fueron ajustadas a 7,8. Se incubaron a 37 °C como
maximo 2 horas. En presencia de carbapenemasa, el imipenem se hidrolizé y se
transformo en su forma carboxilica, con un descenso del pH que conllevé a un cambio

de color de la solucion rojo fenol (de rojo a naranja-amarillo).
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6.2 ESPECTROMETRIA DE MASAS MALDI-TOF

Es una técnica que permite identificar distintas moléculas segtin sus propiedades

de masa/carga. El funcionamiento es el siguiente (figura 12):

* Las moléculas se cocristalizan con una matriz determinada y se convierten en
iones mediante la accién de una luz laser.

* Posteriormente, en un analizador de tiempo de vuelo los iones se separan en
funcion de su relacién masa/carga tras ser acelerados en un campo eléctrico.

* Los iones pequeiios y con menor carga llegan antes que los grandes y con mayor

carga. Se mide el tiempo que tardan los iones en llegar al detector.

Luz laser

Placa de muestras
_~ -

® @® —s= Detector

LR
DRI Y
EEREREEELEN

\\

J

Desorcidn e ionizacién  Separacion de iones
seguin su masa/carga

Figura 12. Esquema del funcionamiento de la espectrometria de masas
MALDI-TOF.

Con esta técnica se detectd la actividad carbapenemasa de 11 aislados

estudiados, cuyas caracteristicas se detallan en el apartado de resultados. Se utilizaron
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imipenem-cilastatina 1 mg/ml y ertapenem 1 mg/ml. Para ello, se prepar6 una
suspension bacteriana de 3 McFarland en 1 ml de NaCl 0,46% a partir de un pase fresco
en medio de cultivo agar MH de cada uno de los aislados. A continuacién se
centrifugaron 500 pl de cada suspension durante 2 minutos a 14.000 rpm y se
resuspendié el precipitado en 30 pul del mismo solvente y del solvente con imipenem-
cilastatina Img/ml o en ertapenem 1 mg/ml. Los tiempos establecidos para el andlisis

fueron tiempo cero y transcurrida 1 hora de incubacién a 35 °C.

Para la determinacion del espectro de masas se centrifugaron los 30 pl de cada
preparado durante 2 minutos a 14.000 rpm y se deposité 1 ul de sobrenadante asi como
de los controles (muestras sin microorganismo y sin antimicrobiano) en cada pocillo de
la placa de lectura. Una vez la muestra se hubo secado se afiadi6 1 pl de la matriz
organica (solucion saturada de dcido a-ciano-4-hidroxi-cinnamico en 50% acetonitrilo/

2.,5% 4cido trifluoroacético) y se realiz6 la lectura.

Para poder determinar la actividad carbapenemasa de las cepas, se tuvo en
cuenta la intensidad de ciertos picos segun el carbapenémico. Los picos utilizados en el
caso del imipenem-cilastatina fueron el de 359 Da (cilastatina) y el de 489 Da (aducto
imipenem-matriz). Se utiliz6 el pico de 359 Da para normalizar los espectros . En el
caso del ertapenem se utilizaron los picos de 450 Da (ertapenem sin sodio hidrolizado y
decarboxilado), 476 Da (ertapenem sin sodio), 498 Da (ertapenem con 1 i6n de sodio) y
521 (ertapenem con 2 iones de sodio) porque son los picos descritos en la bibliografia
138159 Como no hubo ningun pico interno conocido para poder normalizar los espectros,
se utilizo el pico de 212 Da porque se observd que estaba en todos los espectros y su

intensidad se mantenia constante en todos ellos.
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1. AISLADOS CLINICOS

Entre septiembre de 2010 y septiembre de 2012 se obtuvieron un total de 123
aislados de enterobacterias resistentes a las cefalosporinas de amplio espectro con una
CMI elevada para carbapenémicos (ver Material y Métodos) en las cuales el THM fue
positivo. De los 123 aislados, 79 fueron K. pneumoniae (64,2%), 13 K. oxytoca
(10,6%), 12 E. cloacae (9,8%), 4 E. asburiae (32%), 1 E. aerogenes (0,8%) y

14 S. marcescens (11,4%).

Los 123 aislados se aislaron de 121 pacientes, de los cuales el 58% fueron
hombres. El rango de edad de los pacientes oscil6 entre O y 98 afios, con una media de
edad de 65,4 afios. El grupo de edad formado por los pacientes mayores de 65 afios fue

el grupo en el cual hubo mas aislamientos de EPC (60%) (figura 13).

0O< 10 afios
B 10-24 afios
W 25-65 afios
B> 65 afos

Figura 13. Grupos de edad de los pacientes en los que se aislaron EPC.

Los tipos de muestras en los que se aislaron estas cepas se representan en la
figura 14. La muestra mayoritaria fue la orina (39,8%), seguida de las secreciones

bronquiales (24,4%) y los exudados/pus (11,4%). Cabe destacar que el 50% de las
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cepas de S. marcescens se aislaron de orinas mientras que el 50% de los E. cloacae se

obtuvieron de secreciones bronquiales.

50
45 -
L, 40 - BS. marcescens
=
= -
= 35 B E. aerogenes
.% 30 - .
oy OE. asburiae
= 25 1
e
S 20 - B E. cloacae
=
\2 15 - B K. oxytoca
10 A 1
B K. pneumoniae
] : : _i_i_._._-_-_-_
//@\ //%6\ R Q/;\\ Q//b\\ Q//b&\ Q//")\ Q/;\) Q/;\)
¢ & ¢ PO S e
& g & N X & & &
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& C"\@ ©
& Tipos de muestra

Figura 14. Distribucion de las EPC segtn el tipo de muestra en las que fueron aisladas.

Los servicios en los que se detectaron las EPC se representan en la figura 15. El

servicio en el cual se aisl6 la mayoria de estas cepas fue la UCI (34,9%). En este

servicio, se aislaron 10 de las 14 cepas de S. marcescens (71,4%) y 6 de las 13 cepas de

K. oxytoca (46,1%). En los servicios de cirugia se aislaron 22 cepas (17,9%), de las

cuales 14 procedian del servicio de neurocirugia. La mayor parte de aislados de

E. cloacae se obtuvo en la areas médicas (58,3%).

De los 8 aislados obtenidos de pacientes de las consultas externas, 4 de ellos

procedian de pacientes que estaban en la consulta de trasplante. Todos los pacientes
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extrahospitalarios (consultas externas, urgencias y centros de salud) en los que se

aislaron estas cepas estuvieron previamente hospitalizados.

50
45
40 B S. marcescens
é 35 B E. aerogenes
% 30 OFE. asburiae
s aE.
.cloacae
"g 20 [
g 15 B K. oxytoca
‘E 10 B K. pneumoniae
5 .
0 . r . =—|—-—|
UCI (n=43) Areas Areas médicas Consultas Urgencias Centros de
quirdrgicas (n=44) externas (n=8) (n=4) salud (n=2)
(n=22)
Servicios

Figura 15. Distribucién de las EPC segtn los servicios en las que fueron aisladas.

2. DETECCION FENOTIPICA DE CARBAPENEMASAS
2.1 TEST DE HODGE MODIFICADO

Entre septiembre 2010 y septiembre 2012 se aislaron 123 enterobacterias con el

THM positivo (figura 16).

CONTROL -

Figura 16. Test de Hodge modificado. Los
aislados considerados  positivos (+)
distorsionan el halo en presencia del
imipenem (IPM) mientras que los cepas
c%lj'derados negativos (-) no lo distorsionan.
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2.2 TEST DE SINERGIA CON EDTA Y TEST DE SINERGIA
CON PBA Y CON CLOXACILINA

El test de sinergia con EDTA (figura 17) fue positivo para 102 aislados, por lo
tanto, un 82,9% de los aislados presentaron un fenotipo compatible con una MBL. El
test de sinergia con PBA y con cloxacilina (figura 18) fue positivo para 19 aislados, por
lo tanto un 15,5% presentaron un fenotipo compatible con una carbapenemasa de la
clase A. Los 2 aislados restantes tuvieron ambos test negativos. Por lo que un 1,6%

presentaron un fenotipo compatible con una carbapenemasa de la clase D.

o Figura 17. Test de sinergia con
EDTA. El halo del disco de
imipenem/EDTA es 5 mm mayor que el
IPM/EDTA halo del disco de imipenem (IPM). En la
imagen también se puede observar el
@ ; o
fenébnemo de heterorresistencia al
imipenem.

Figura 18. Test de sinergia con EDTA.
Test de sinergia con PBA 'y con
cloxacilina. El halo del disco de

MEM/PBA ATM 1 meropenem/PBA es 5 mm mayor que el

halo de meropenem (MEM) y que el halo

e (o] de meropenem/cloxacilina. En la imagen

MEM MEM/CLOXA se observa una total resistencia al
aztreonan (ATM).
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3. METODOS MOLECULARES
3.1 GENES QUE CODIFICAN PARA CARBAPENEMASAS

Los aislados fueron analizados mediante PCR para 3 grupos de MBL (VIM,
IMP, NDM), 1 grupo de la clase A (KPC) y 1 grupo de la clase D (OXA). De los 123
aislados, 101 presentaron blayi (82,1%), 1 blane (0.8%), 19 blaxpc (15,5%) y 2
blaoxa (1,6%). Los resultados se confirmaron mediante secuenciacion, por la cual se
obtuvo el tipo de cada enzima: blaym.i, blakpc-2, blamp22 y blaoxa-as (figura 19). La

distribucién de cada enzima segun la especie fue la siguiente (figura 20):

blayi.a: 62 K. pneumoniae, 12 K. oxytoca, 9 E. cloacae, 4 E. asburiae,

14 S. marcescens.
blaxpc.;: 14 K. pneumoniae, 1 K. oxytoca, 3 E. cloacae, 1 E. aerogenes.
blayyp.2: 1 K. pneumoniae.

blapxa.as: 2 K. pneumoniae.

B VIM-1 (n=101)
B KPC-2 (n=19)
B IMP-22 (n=1)
00XA-48 (n=2)

Figura 19. Tipos de carbapenemasas aislados.
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KPC-2 (n=3)
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OXA-48 n=2) | |

IMP-22 (n=1)

Kp (n=79)

KPC-2 (n=14)

VIM-1 (n=62)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
Numero de aislados

Kp: K. pneumoniae; Ko: K. oxytoca, Ec: E. cloacae; Ea: E. asburiae;, Eae: E. aerogenes,
Sm: S. marcescens

Figura 20. Distribucion de las EPC segtn la especie y el tipo de enzima.

En la tabla 9 se representa la distribucion de las enzimas segtin la especie en los
2 periodos de recogida: primer periodo (septiembre 2010- septiembre 2011) y segundo
periodo (septiembre 2011- septiembre 2012). En el segundo periodo se aislaron 5 EPC
mas que en el primero. En esta segunda parte de la recogida, hubo més aislados de
K. pneumoniae (51,9%), E. cloacae (75%), y S. marcescens (64,3%). Sin embargo,
disminuy6 el nimero de aislados de K. oxytoca (15,4%). En cuanto a las enzimas, la

mayor parte de enzimas VIM-1 se obtuvo en el primer periodo (52,5%) mientras que la
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mayoria de KPC-2 se obtuvo en el segundo periodo (73,7%) (figura 21). La tnica IMP-

22 se aisl6 en la primera parte y las 2 enzimas OXA-48 se aislaron en la segunda.

Tabla 9. Distribucion de las enzimas de cada especie en los 2 periodos de recogida.

a)
2010-2011
EPC Numero de aislados (%)
TOTAL VIM-1 IMP-22 KPC-2 OXA-48

K. pneumoniae (n=79) 38 (48,1) 33 1 4 0
K. oxytoca (n=13) 11 (84,6) 11 0 0 0

E. cloacae (n=12) 3(25) 0 0 1 0

E. asburiae (n=4) 2 (50) 2 0 0 0

E. aerogenes (n=1) 0 0 0 0 0

S. marcescens (n=14) 5(35.7) 5 0 0 0

b)

2011-2012
EPC Numero de aislados (%)
TOTAL VIM-1 IMP-22 KPC-2 OXA-48

K. pneumoniae (n=79) 41 (51,9) 29 0 10 2

K. oxytoca (n=13) 2(154) 1 0 1 0

E. cloacae (n=12) 9 (75) 7 0 2 0

E. asburiae (n=4) 2 (50) 2 0 0 0

E. aerogenes (n=1) 1 (100) 0 0 1 0

S. marcescens (n=14) 9(643) 9 0 0 0
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KPC-2

47,5% B2010-2011

B2011-2012

Figura 21. Porcentaje de las enzima VIM-1 y KPC-2 en los dos periodos de recogida.

3.2 CARACTERIZACION DEL INTEGRON CLASE I

Se caracterizé el entorno genético de los genes blayp.; en 7 aislados de
K. pneumoniae (5 de los cuales pertenecian al clon mayoritario ST11) y en 4 aislados de
K. oxytoca. Se identificé un gene cassette con un tamafio de 4 kb aproximadamente y

que estaba formado por los genes blayy.;, aacA4, dhfrll, aadAl y catB2 (figura 22).

5 3’

g ! ] S—m—

blayny., aacA4 dhfril aadAl catB2

blay;y.;: B-lactamasa VIM-1.

aacA4: aminoglucésido 6'N acetiltransferasa. Confiere resistencia a amikacina, kanamicina y
tobramicina.

dhfrII: dihidrofolato reductasa. Confiere resistencia a trimetroprim.

aadAl: aminoglucésido 3’0 adeniltransferasa. Confiere resistencia a estreptomicina y
espectinomicina.

catB2: cloranfenicol aceltiltransferasa. Confiere resistencia a cloranfenicol.

Figura 22. Representacion del gene cassette.

98




RESULTADOS

4. ESTUDIOS DE CLONALIDAD
4.1 ELECTROFORESIS EN CAMPO PULSADO

Todos los aislados, excepto la cepa de E. aerogenes, fueron analizados por
PFGE. Entre los 79 aislados de K. pneumoniae se identificaron 5 clusters, de los cuales
2 fueron mayoritarios (figura 23): el Cluster A con 54 aislados y el Cluster B con 13
aislados. De acuerdo a las pequenas diferencias en el patron de bandas, el Cluster A se
pudo dividir en 5 subtipos (A1-AS) en los cuales los aislados de los subtipos Al, A2,
A3 y A4 fueron productores de la enzima VIM-1 y el aislado del subtipo A5 lo fue de
KPC-2. Los 13 aislados del Cluster B fueron productores de la enzima KPC-2. Los 2
aislados de K. pneumoniae productores de OXA-48 formaron un mismo cluster
(Cluster D), mientras que la cepa productora de IMP-22 tuvo un patrén de bandas
unico. El resto de aislados productores de VIM-1 se pudieron agrupar en 2 cluster (con

2 aislados y 3 aislados) y en 4 pulsotipos tinicos.

Entre los 13 aislados de K. oxytoca se observo una gran variabilidad genética
con 7 pulsotipos diferentes (figura 24). Esta variabilidad también se ha detectado entre
los 16 aislados de Enterobacter spp analizados (figuras 25-26). Los 14 aislados de

S. marcescens se agruparon en 3 clusters y un tnico pulsotipo distinto (figura 27).
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Figura 23. Pulsotipos de los 79 aislados de K. pneumoniae.
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Cepa Especic  Enzima PFGE Muesira Servicio

3an K. oytoca WIM-1 D Asprado bronquial - UCH

e K. cytoca WIM-1 D Sangre uct

135 K. meytoca Win-1 Unico Esputo Cardiclogia
290 k. owytoca WIM-1 Unica Crina Urologia

142 K. mgytoca WIM-1 c Orina uct

237 K. owytoca WIM-1 c Esputo Caonsulta neumpologia
= K. ooytoca WIM-1 c Caléter vascular uct

141 K. oytoca WIM-1 A Esxdado rectal uct

an k. owytoca WIM-1 A Catéter vascular Cirugla general
178 K. meytoca Win-1 B Orrina Oncologia

1594 K. cytoca WIM-1 B Exusdado rectal uct

234 K. owytoca WVIM-1 =} Aspirado bronquial  Meurocirugia

Figura 24. Pulsotipos de 12 aislados de K. oxytoca.

Especie  Enzima PFGE  Muestra Servicio
E.clpacae  VIM-1  Unico Esputo Meurocirugia

E. cloacag  VIM-1  Unico Cateter tragueobronguial UG Pediatria
E.cloacas WVIM-1  C1 Orina Cncologia
E.cioacas WIM-1 G2 Esputo Aparaio digestvo
E.cloacag  VIM-1  Unico Esputo Aparato digestivo
E.cloacas WVIM-1 B Aspirado bronouiad uci

E.cloacae WIM-1 B Orina uci

E.cloacae KPC-2 A Crina Mefrologia
E.cloacas KPGC-2 A Aspirado bronguiz Meurocirugia
E.cloacae  VIM-1  Unico Escara Aparato digestvo
E.cloacae  WIM-1  Unico Crina Consulta frasplante

Figura 25. Pulsotipos de 11 aislados de E. cloacae.

Cepa Especie Enzima  PFGE Muestra Servicio
EI00E .
d U] 200 E. asburiae VIM-1 A Exudado Urgenclas
I “ 435 E asburiae  VIM-1 A Caiéter vascular Lt
P i 306 Eoasburiae  VIMA Unico Escara el
" -. [ 1 E. asburise  VIM-1 Unico Orina Neurocirugia

Figura 26. Pulsotipos de 4 aislados de E. asburiae.

Cepa Especie  Ensmma PFGE Muestra Servicio
180 5. marcescens  ViIM-1 c Orina UGt
268 5 marcescens  ViIM-1 c Orina UGt
275 5 marcescens  VIM-1 4] Catéter vascuar []ed}
285 5 marcescens  VIM-1 ] Orina Cardilogia
418 5 marcescens  ViM-t G Orina Urgencias
3896 5 marcescens  VIM-1 Unico Sangra Gt
483 5 marcescens  VIM-1 B Orina [8]e-]
484 5 mareescens  ViM-1 B8 Herida quirdrgica Girugia vasculas
483 5 marcescens  VIM-1 8 Aspirado bronguial ucl
438 5 marcescens  VIM-1 8 Herida quirdrgica Cirugia cardizca
384 5 marcescens  VIM-1 A Asperac bronguial uct
400 5 marcescens  WIM-T A Aspirado bronguial []ed}
415 5 marcescens  WIM-T A Crina []ed}
468 5 marcescens  VIM-1 A Orina UGt

Figura 27. Pulsotipos de 14 aislados de S. marcescens.
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4.2 TIPIFICACION MULTILOCUS DE SECUENCIA

Se analiz6 mediante MLST una muestra representativa de aislados de
K. pneumoniae pertenecientes a los diferentes pulsotipos encontrados. Se identificaron
10 STs distintos, de los cuales 2 STs fueron los predominantes: el ST11 con 54
aislamientos (68%) y el ST101 con 13 aislamientos (16%). Ver figura 28. Todos los
aislados del Cluster A pertenecieron al ST11 y los aislados del Cluster B al ST101. Las
62 cepas de K. pneumoniae productoras de VIM-1 se distribuyeron en 7 STs (ST11,
ST15, ST405, ST198, ST323, ST37 y ST431), la cepa productora de IMP-22 en 1 ST
(ST578), las 14 cepas productoras de KPC-2 en 2 STs (ST101 y ST11) y las 2 cepas

productoras de OXA-48 en 1 ST (ST307).

BST11 (n=54) ®STI01 (n=13)
BSTI5 (n=3) BST307 (n=2)
BST405 (n=2) MWST198 (n=1)
BST323 (n=1) MWST37 (n=1)

BST431 (n=1) OST578 (n=1)

Figura 28. STs de los aislamientos de K. pneumoniae.

En la figura 29 se muestran los grupos clonales identificados mediante PFGE y

MLST de los aislados de K. pneumoniae.
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Cepa Especie Enzima  N"decepas sT
2 8 8 g
275 K. pneumanae YiM-1 14 ik
130 K. prsumonsae Yi-1 2 11
161 K. preumanas WiM-1 36 11
347 K. preumonie YiM-1 1 11
483 K. pneumaonsae KPC-2 1 11
416 K. preuman:s WiIM-1 1 431

267 K. pneumanae YiM-1 1 ar
70 K. pneumonsae YiIM-1 2 405
2

512 K. pneumonsag OXA-48 aoy
185 K. preumoniaea IMP-22 578
278 K. preumsonse KPC-2 13 m
18 K. preumaonzs WiIM-1 3 15

272 K. pneumaoniae ViM-1 1 158
263 K. pneumon:as Vi1 1 323

Figura 29. Resumen de los grupos clonales encontrados entre los 79 aislados de
K. pneumoniae.

Al comparar el nimero de aislamientos de K. pneumoniae con un determinado
ST segun el periodo de recogida (septiembre 2010-septiembre 2011 y septiembre 2011-
septiembre 2012) (tabla 10) se pudo observar que en ambos periodos se aisld
aproximadamente el mismo numero de K. pneumoniae con el ST11. En el caso del
ST101 hubo una gran diferencia ya que en el segundo periodo se aislaron 9 cepas, 5
aislados mas que en el primero. Respecto a los demas ST, 5 aparecieron en el primer
periodo (ST15, ST198, ST323, ST37, ST578) y 2 en el segundo (ST307 y ST431). El
ST405 se mantuvo constante debido a que se aislé una cepa en cada periodo. El 53.2%
de las cepas de K. pneumoniae productoras de VIM-1 se aisl6 en la primera parte y el
714% de las cepas productoras de KPC-2 en la segunda. La unica cepa de

K. pneumoniae productora de KPC-2 del ST11 se aisl6 en la segunda parte del estudio.
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RESULTADOS

Tabla 10. Distribucién de los STs de los aislados de K. pneumoniae segun el periodo de

aislamiento.
a)
2010-2011
ST Numero de aislados (%)
TOTAL (n=38) VIM-1 (n=33) IMP-22 (n=1) KPC-2 (n=4) OXA-48 (n=0)
ST11 (n=54) 26 (48.2) 26 0 0 0
ST101 (n=13) 4 (30,8) 0 0 4 0
ST15 (n=3) 3 (100) 3 0 0 0
ST307 (n=2) - - - - -
ST405 (n=2) 1 (50) 1 0 0 0
ST198 (n=1) 1 (100) 1 0 0 0
ST323 (n=1) 1 (100) 1 0 0 0
ST37 (n=1) 1 (100) 1 0 0 0
ST431 (n=1) - - - - -
ST578 (n=1) 1 (100) 0 1 0 0
b)
2011-2012
ST Numero de aislados (%)
TOTAL (n=41) VIM-1 (n=29) IMP-22 (n=0) KPC-2 (n=10) OXA-48 (n=2)

ST11 (n=54) 28 (51,8) 27 0 1 0
ST101 (n=13) 9(69,2) 0 0 9 0
ST15 (n=3) - - - - -
ST307 (n=2) 2 (100) 0 0 0 2
ST405 (n=2) 1 (50) 1 0 0 0
ST198 (n=1) - - - - -
ST323 (n=1) - - - - -
ST37 (n=1) - - - - -
ST431 (n=1) 1 (100) 1 0 0 0
ST578 (n=1) - - - - -
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RESULTADOS

5. METODOS DE ESTUDIO DE SENSIBILIDAD A LOS
ANTIMICROBIANOS

5.1 ANTIMICROBIANOS B-LACTAMICOS

Al aplicar los puntos de corte del CLSI, todos los aislados fueron resistentes a
ampicilina, amoxicilina-clavulanico, piperacilina-tazobactam, cefoxitina, cefotaxima y
ceftazidima. Sin embargo, presentaron resistencia variable a cefepime y aztreonam
(figura 30). Ningun aislado de S. marcescens fue resistente a aztreonam y fue la especie
con menor tasa de resistencia a cefepime (13%). Dentro de la especie K. pneumoniae,
el 100% de los aislados productores de KPC-2 fue resistente a aztreonam mientras que

los productores de MBL lo fue en un 95%.

&
& & &
<L S N
Y& R 3
Antimicrobianos p-lactamicos

B Klebsiella pneumoniae B Klebsiella oxytoca B Serratia marcescens O Enterobacter spp

A/C: Amoxicilina/dcido clavuldnico; P/T: Piperacilina/tazobactam.

Figura 30. Porcentaje de resistencia a los B-lactdmicos segin la especie.
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RESULTADOS

En cuanto a los carbapenémicos, todos los aislados fueron resistentes a
imipenem. El carbapenémico mds activo fue meropenem (4,1% sensibles), siendo un
4% de los aislados de K. pneumoniae y un 15% de los aislados de K. oxytoca sensibles.
Todos los aislados presentaron resistencia a ertapenem, excepto los de K. oxytoca en la

cual hubo un 15% de sensibles.

En la tabla 11 estan recogidos los datos de resistencia a los carbapenémicos
diferenciados por especies y por enzimas. El 65% de los aislados resistentes a imipenem
y el 71,2% de los resistentes a meropenem presentaron una CMI de 2-8 mg/l, mientras
que el 70,2% de los resistentes a ertapenem tuvieron una CMI de 0,5-8 mg/l. La
especie con mayor porcentaje de aislados con una CMI de 2-8 mg/l de imipenem fue
K. oxytoca (92,3%). La especie S. marcescens fue la que mayor porcentaje de aislados
con una CMI de 2-8 mg/l de meropenem presento (78,6%), ademas de que el 100% de

los mismos presentdé una CMI de 0,5-8 mg/1 de ertapenem.

Entre las cepas productoras de enzimas VIM-1, hubo un 100% de resistencia a
imipenem, un 96,1% de resistencia a meropenem y un 97,1% de resistencia a
ertapenem. El 81,8% de los aislados de VIM-1 resistentes a ertapenem tuvieron una
CMI de 0,5-8 mg/l, seguidos por el 73,5% de los resistentes a meropenem con una CMI
de 2-8 mg/l. El 100% de las cepas productoras de KPC-2 fueron resistentes a los 3
carbapenémicos, asi como la tnica cepa productora de IMP-22. Los dos aislados de
K. pneumoniae productores de OXA-48 presentaron resistencia a imipenem Yy

ertapenem, con una CMI de 2 y 4 mg/l, respectivamente.
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Tabla 11. Distribucién de aislados resistentes a los 3 carbapenémicos de cada especie y de cada carbapenemasa caracterizada.

Numero de aislados resistentes (%)

EPC / Enzimas Imipenem Meropenem Ertapenem

Total 2-8 mg/l >8 mg/l Total 2-8mg/l >8 mg/l Total 0,5-8 mg/l > 8 mg/l
Total (n=123) 123 (100) 80 (65) 43 (35) 118(959) 84(71,2) 34(28,8) 121(984) 85(70,2) 36 (29.,8)
K. pneumoniae n=79) 79 (100) 57 (72,1) 22(179) 76(962) 55(724) 21(27,6) 79(100) 49 (62) 30 (38)
K. oxytoca (n=13) 13 (100)  12(92.3) 1(7,7) 11(84,6) 7(63,6) 4(364) 11(84,6) 10 (90,9) 19,1
S. marcescens (n=14) 14 (100) 1(7,1) 13(929) 14(100) 11(78,6) 3 (214) 14 (100) 14 (100) 0
Enterobacter spp. (n=17) 17 (100) 10(58.8) 7(412) 17 (100) 11(64,7) 6(353) 17 (100) 12 (70,6) 5(1294)
VIM-1 (n=102) 102 (100) 67 (65,7) 35(343) 98(96,1) 72(735) 26(265 99(97,1) 81(81,8)  18(182)
IMP-22 (n=1) 1 (100) 0 1 (100) 1 (100) 0 1 (100) 1 (100) 0 1 (100)
KPC-2 (n=19) 19 (100) 11(57,9) 8(42,1) 19 (100) 12(63,2) 7(36,98) 19 (100) 2 (10.,5) 17 (89,5)

OXA-48 (n=2) 2 (100) 2 (100) 0 0 0 0 2 (100) 2 (100) 0




RESULTADOS

5.1.1 DIFERENCIAS EN LOS PUNTOS DE CORTE PROPUESTOS
POR EL CLSI Y POR EL EUCAST PARA LOS
CARBAPENEMICOS

Teniendo en cuenta que los puntos de corte propuestos por el CLSI y por el

EUCAST pueden ser diferentes para un mismo antibidtico, en la figura 31 se representa

el porcentaje de resistencia de los 123 aislados a los carbapenémicos.
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Figura 31. Porcentaje de resistencia de las EPC a los carbapenémicos segin el punto de
corte propuesto por CLSI o por el EUCAST.
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Observamos que el porcentaje de resistencia difiere para meropenem, siendo éste
mayor con el punto de corte propuesto por el CLSI (96% CLSI y 80% EUCAST). Las
especies con mayor diferencia en los porcentajes de resistencia a este antimicrobiano
fueron K. oxytoca (85% CLSI y 61% EUCAST) y Enterobacter spp. (100% CLSI y
76% EUCAST). En el caso del imipenem, la diferencia del porcentaje de resistencia
aplicando ambos puntos de corte fue menor (100% CLSI y 98% EUCAST). La especie
mads afectada fue Enterobacter spp. (100% CLSI y 94% EUCAST). El porcentaje de

resistencia a ertapenem fue el mismo con los dos puntos de corte (98%).

5.2 ANTIMICROBIANOS NO B-LACTAMICOS

Los resultados de resistencia a fosfomicina, tigeciclina, colistina, amikacina,
gentamicina, tobramicina y ciprofloxacino de las EPC se representan en la figura 32,
asf como su evolucion en el tiempo. Los puntos de corte utilizados fueron los del CLSI
para amikacina, gentamicina, tobramicina y ciprofloxacino y los del EUCAST para
fosfomicina, tigeciclina y colistina. Se observaron porcentajes elevados de resistencia a
todos los antibidticos ensayados. Los antibidticos con mayor porcentaje de resistencia
fueron ciprofloxacino (87%), tobramicina (61%) y gentamicina (37.4%). Los
antibidticos mds activos fueron amikacina con 17,1% de resistencia (16% intermedias)

y fosfomicina con 19,5%.

Cabe destacar el elevado porcentaje de resistencia a tigeciclina, un 36,6% (16%
intermedias) y a colistina, 24,8%, en este caso sin incluir las cepas de S. marcescens que

se consideran intrinsecamente resistentes a colistina.

Dos aislados de K. pneumoniae fueron resistentes a todos los antimicrobianos

testados y 4 fueron resistentes a todos excepto a fosfomicina.
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Antimicrobianos no p-lactamicos

Figura 32. Porcentaje de resistencia a los antimicrobianos no B-lactimicos de las EPC
y su evolucién en el tiempo.

Con respecto a su evolucion en el tiempo, la resistencia a tigeciclina y
ciprofloxacino se mantuvo constante en ambos periodos de recogida, aproximadamente
el 37% y 87%, respectivamente. La resistencia aument6 en el segundo afio para los
demas. El antimicrobiano mas afectado fue la amikacina, que pasé de un 11,9% a un
23,3%; en cambio, la colistina fue el menos afectado (de un 18,6% a un 25%), seguido

por la tobramicina (de un 57,6% a un 64,1%).

En la figura 33 y tabla 12 se muestran la resistencia de las distintas especies.
Los aislados de K. pneumoniae fueron muy resistentes a ciprofloxacino y tobramicina
con 924% y 75,9% de resistencia respectivamente. Esta especie fue la que present6 el

mayor porcentaje de resistencia a tigeciclina con un 45,6% (19% intermedias).

No hubo ningtn aislado de K. oxytoca resistente a amikacina. Esta especie
presentd los valores mds bajos de resistencia a tigeciclina (15,5%), colistina (7,7%) y

tobramicina (15,4%).
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La especie S. marcescens, no tuvo ningin aislado resistente a fosfomicina ni
amikacina. Presenté un 42,9% de resistencia a ciprofloxacino, siendo este el menor

porcentaje a este antimicrobiano obtenido por especies.
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Figura 33. Porcentaje de resistencia a los antimicrobianos no B-lactimicos de K.
pneumoniae, K. oxytoca, S. marcescens y Enterobacter spp.

Tabla 12. Distribucién de los aislados resistentes a los antimicrobianos no B-lactdmicos
de K. pneumoniae, K. oxytoca, S. marcescens y Enterobacter spp.

Antimicrobianos Nudmero de aislados resistentes (%)
no B-lactamicos Total (n=123) K. pneumoniae K. oxytoca S. marcescens Enterobacter
(n=79) (n=13) (n=14) spp. (n=17)

Fosfomicina 24 (19,5) 17 (21,5) 3 (23) 0 4(23.5)
Tigeciclina 45 (36,6) 36 (45.6) 2(154) 31214 4(23.5)
Colistina 27/109 (24.8) 18 (22.,8) 1(7,7) 14 (100) 8(47,1)
Amikacina 21 (17,1) 18 (22.,8) 0 0 3(17,6)
Gentamicina 46 (374) 29 (36,7) 2(154) 6(42)9) 9(52)9)
Tobramicina 75 (61) 60 (75,9) 2(154) 6(42)9) 7(41,2)
Ciprofloxacino 107 (87) 73(924) 12 (92,3) 6(429) 16 (94,1)
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En la figura 34 se pueden ver los porcentajes de resistencia a los antimicrobianos
no B-lactdmicos distribuidos por el tipo de carbapenemasa caracterizada. Entre las
enzimas VIM-1 y KPC-2 apenas hubo diferencias entre los porcentajes de resistencia a
estos antimicrobianos, excepto amikacina (8,8% VIM-1 y 63% KPC-2), gentamicina
(33,3% VIM-1 y 52,6% KPC-2) y tobramicina (57,8% VIM-1 y 68.4% KPC-2). El
Unico aislado productor de IMP-22 present6 resistencia a fosfomicina, tobramicina y
ciprofloxacino. Los 2 aislados productores de OXA-48 no presentaron resistencia a

fosfomicina, colistina y amikacina.

100

® Fosfomicina

E Tigeciclina

B Colistina*

O Amikacina

E Gentamicina

B Tobramicina

B Ciprofloxacino

VIM-1 (n=102) IMP-22 (n=1) KPC-2 (n=19) OXA-48 (n=2)
Tipos de carbapenemasa

*Porcentaje calculado sin tener en cuenta los 14 aislados de S. marcescens productores de
VIM-1.

Figura 34. Porcentaje de resistencia a los antimicrobianos no B-lactdmicos distribuidos
por el tipo de carbapenemasa
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En la figura 35 se muestran los porcentajes de resistencia de K.pneumoniae de
acuerdo a los tipos de carbapenemasa MBL y KPC-2. Se observaron diferencias
significativas en los porcentajes de resistencia. La resistencia a amikacina y gentamicina
fue mayor en las cepas productoras de KPC mientras que las cepas productoras de MBL

fueron mads resistentes a fosfomicina y colistina.
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* VIM-1 (n=62) e IMP-22 (n=1).

Figura 35. Porcentaje de resistencia a los antimicrobianos no B-lactdmicos de los
aislados de K. pneumoniae productores de MBL y de KPC-2.

En la figura 36 se observan los porcentajes de resistencia por especies y
diferenciando los dos periodos de estudio. Las 2 especies que tuvieron un incremento en
el porcentaje de la resistencia a todos los antimicrobianos (en mayor o menor medida)
fueron K. pneumoniae y Enterobacter spp. Los aislados de K. oxytoca aumentaron su
porcentaje de resistencia a fosfomicina y gentamicina y lo disminuyeron en el resto, no
encontrdndose ningun aislado resistente a tigeciclina, colistina y tobramicina. La
especie S. marcescens disminuyé su porcentaje a tigeciclina y tobramicina. Sin
embargo, en el segundo periodo se obtuvieron los aislados resistentes a gentamicina y

ciprofloxacino.

113




Porcentaje de resistencia (%)

Porcentaje de resistencia (%)

RESULTADOS
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Figura 36. Evolucion en los porcentajes de resistencia a los antimicrobianos no
B-lactdmicos de K. pneumoniae, K. oxytoca, S. marcescens y Enterobacter spp.
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521 RESISTENCIA A LOS ANTIMICROBIANOS NO

B-LACTAMICOS DE LOS AISLADOS DE K. pneumoniae
DE CADA ST

En la tabla 13 se expone la resistencia a los antimicrobianos no f-lactimicos de
los aislados de K. pneumoniae de cada ST. Al comparar los aislados de los 2 STs
mayoritarios (ST11 y ST101), el mayor porcentaje de resistencia a fosfomicina (25,9%)
y colistina (27,8%) se observé en los aislados del ST11. En cambio, los aislados del
ST101 presentaron el mayor porcentaje de resistencia a amikacina (69,2%),
gentamicina (100%), tobramicina (84,6%) y ciprofloxacino (100%). Entre los
aminoglucésidos hubo una gran diferencia en la diversidad de los STs que presentaron
resistencia, ya que amikacina fue el antimicrobiano con menos STs distintos implicados

(2 STs) y tobramicina con mas (8 STs).

Si se comparan los 2 periodos de aislamiento (tabla 14), la resistencia total de
los aislados de K. pneumoniae aumenté en el segundo periodo. Este incremento de la
resistencia no supuso un aumento en la diversidad de STs, de hecho, disminuyé en la
mayor parte de los antimicrobianos, excepto en colistina y amikacina que en ambos
periodos hubo 2 STs. El ST11 aumenté su porcentaje de resistencia a todos los
antimicrobianos con excepciéon de tigeciclina, que disminuy6 (de un 50% pas6 a un
42.9%). El ST101, en el segundo periodo (al contrario que en el primero) presentd

resistencia a fosfomicina, tigeciclina y colistina.
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Tabla 13. Distribucion de la resistencia a los antimicrobianos no -lactamicos de cada STs de los aislados de K. pneumoniae.

ST Carbapenemasa Numero de aislados resistentes (%)

Fosfomicina Tigeciclina Colistina Amikacina Gentamicina Tobramicina Ciprofloxacino
ST11 (n=54)  VIM-1 (n=53)/KPC-2 (n=1) 14 (25,9) 25(46,3) 15(227,8) 9(16,7) 10 (18.5) 41 (75.9) 50 (92,6)
ST101 (n=13) KPC-2 1(7,7) 6 (46,1) 2(154) 9(69,2) 13 (100) 11 (84,6) 13 (100)
ST405 (n=2) VIM-1 0 0 0 0 2 (100) 2 (100) 2 (100)
ST307 (n=2) OXA-48 0 2 (100) 0 0 2 (100) 2 (100) 2 (100)
ST15 (n=3) VIM-1 1 (100) 1(333) 1(333) 0 0 0 3 (100)
ST198 (n=1) VIM-1 0 1 (100) 0 0 1 (100) 1 (100) 0
ST37 (n=1) VIM-1 0 1 (100) 0 0 0 0 0
ST323 (n=1) VIM-1 0 0 0 0 1 (100) 1 (100) 1 (100)
STS578 (n=1) IMP-22 1 (100) 0 0 0 0 1 (100) 1 (100)

ST431 (n=1) VIM-1 0 0 0 0 0 1 (100) 1 (100)




Tabla 14. Distribucién de la resistencia a a los antimicrobianos no 3-lactdmicos de cada ST de los aislados de K. pneumoniae segin el periodo de

a)

aislamiento.
2010-2011
ST Carbapenemasa Nimero de aislados resistentes (%)
Fosfomicina Tigeciclina Colistina Amikacina Gentamicina Tobramicina Ciprofloxacino
ST11 (n=26) VIM-1 5(19,2) 13 (50) 4(154) 2(7,7) 4(154) 18 (69,2) 22 (84,6)
ST101 (n=4) KPC-2 0 0 0 4 (100) 4 (100) 4 (100) 4 (100)
ST405 (n=1) VIM-1 0 0 0 0 1 (100) 1 (100) 1 (100)
ST307 (n=0) OXA-48 - - - - - - -
ST15 (n=3) VIM-1 1(333) 1(333) 1(333) 0 0 0 3 (100)
ST198 (n=1) VIM-1 0 1 (100) 0 0 1 (100) 1 (100) 0
ST37 (n=1) VIM-1 0 1 (100) 0 0 0 0 0
ST323 (n=1) VIM-1 0 0 0 0 1 (100) 1 (100) 1 (100)
STS78 (n=1) IMP-22 1 (100) 0 0 0 0 1 (100) 1 (100)
ST431 (n=0) VIM-1 - - - - - - -




b)

2011-2012
ST Carbapenemasa Numero de aislados resistentes (%)
Fosfomicina Tigeciclina Colistina Amikacina Gentamicina Tobramicina Ciprofloxacino

ST11 (n=28) VIM-1 (n=27)/KPC-2 (n=1) 9 (32,1) 12(429) 11(39,3) 4(14,3) 6(214) 23 (82,1) 28 (100)
ST101 (n=9) KPC-2 1(11,1) 6 (66,7) 2(222) 8(88)9) 9 (100) 7(77.8) 9 (100)
ST405 (n=1) VIM-1 0 0 0 0 1 (100) 1 (100) 1 (100)
ST307 (n=2) OXA-48 0 2 (100) 0 0 2 (100) 2 (100) 2 (100)
ST15 (n=0) VIM-1 - - - - - - -
ST198 (n=0) VIM-1 - - - - - - -
ST37 (n=0) VIM-1 - - - - - - -
ST323 (n=0) VIM-1 - - - - - - -
ST578 (n=0) IMP-22 - - - - - - -

ST431 (n=1) VIM-1 0 0 0 0 0 1 (100) 1 (100)
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5.3 ACTIVIDAD IN VITRO DE PLAZOMICINA

La actividad in vitro de plazomicina se comparé con la de amikacina,
gentamicina y tobramicina frente a las 123 EPC. El nimero y porcentaje acumulado de
cepas inhibidas en cada valor de CMI, la CMIsy, CMIy y rango de acuerdo a la especie
y tipo de carbapenemasa se muestran en la tabla 15. Las CMI de plazomicina fue de
< 2 mg/l frente a practicamente el 99% de todos los aislamientos. Todas las cepas de
K. pneumoniae fueron inhibidas por <1 mg/l de plazomicina, independientemente del
tipo de carbapenemasa. S6lo dos aislados de S. marcescens mostraron valores de CMI

de plazomicina de 4 mg/l.

De acuerdo con el valor de la CMlIy, plazomicina fue cuatro veces mds activa
que amikacina, seis veces mds activa que tobramicina y ocho veces mds activa que

gentamicina frente a las EPC.

Como vemos en la tabla 15, las EPC presentaron, en conjunto, un intervalo de
CMIs a plazomicina desde < 0,125 — 4 mg/l, con una CMlIsy de 0,25 y una CMlIy, de
1 mg/l, siendo estos datos significativamente mdas bajos que los de gentamicina,
tobramicina y amikacina que también aparecen en la tabla. Al separar las CMI por

especies el valor mds alto, de 4 mg/1, s6lo lo presentaron 2 aislados de S. marcescens.

Tabla 15. Distribucion de CMIs, intervalo, CMIsoy y CMIgo de gentamicina,
tobramicina, amikacina y plazomicina en relacién a la especie y tipo de carbapenemasa
(pagina siguiente)
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Antimicrobiano/ Niimero de aislados con la CMI (mg/1) indicada (n° acumulado) Intervalo CMlI;s, CMlI,,

ga"ba.pe“emasa/ <0,125 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 >256 mgh (mg/l) — (mg/l)
Specie

GENTAMICINA

TOTAL (123) 1(1) 27(28) 43(71) 6(77) 8(85) 1(86) 6(92) 8(100) 17 6 (123) 05->256 2 128
K. pneumoniae (79) 1(1) 19 (20) 28 (48) 2(50) 1(51) 3(54) 4(58) 17(75) 4(79) 05->256 2 128
MBL (63) 1(1) 16 (17) 25(42) 2(44) 145 2(47) 3(50) 12(62) 1(63) 05->256 2 128
KPC-2 (14) 3(3) 3(6) 51) 3(14) 1->256 128 >256
OXA-48 (2) (1) 12 32 - 64 32 64

K. oxytoca (13) 303 811 1(12) 1(13) 1-32 2 8

S. marcescens (14) 1) 6(7) 1(8) 6 (14) 1-8 2 8
Enmerobacterspp.(17) 4@ 16 36 109 201 4415 . 2(7)  1-2256 16 64
TOBRAMICINA

TOTAL (123) 5(05) 43 (48) 23(71) 29 18 4(122) 1(123) 2-128 8 32

K. pneumoniae (79) 33 16 (19) 16(35) 23(58) 16(74) 4(78) 1(79) 2-128 16 32
MBL (63) 3(3) 14 (17) 16(33) 20(53) 8(61) 1(62) 1(63) 2-128 8 32
KPC-2 (14) 2(2) 1(3) 8(11) 3(14) 4 -64 32 64
OXA-48 (2) 2(2) 16 16 16

K. oxytoca (13) 2(2) 9(11) 2(13) 2-16 4 16

S. marcescens (14) 8(8) 4(12) 2(14) 4 -32 4 32
Enterobacter spp(17) ... 1000 343) 407 . 4-16 4 16
AMIKACINA

TOTAL (123) 1(1) 36 (37) 21(58) 29(87) 15 20 1(123) 1-64 8 32

K. pneumoniae (79) 1(1) 16 (17) 5(22) 2547) 14(61) 17(78) 1(79) 1-64 8 32
MBL (63) 1(1) 16 (17) 3(20) 23 (43) 12(55) 8(63) 1-32 8 32
KPC-2 (14) 2(2) 24 9(13) 114 8- 64 32 32
OXA-48 (2) 2(2) 4 4 4

K. oxytoca (13) 9209 3(12) 1(13) 2-8 2 4

S. marcescens (14) 11 92(10) 212 214 2-16 4 16
Enterobacter spp(17) . ........900) 4Q3) 1a4) SAT) . 2-32 2 %2
"PLAZOMICINA

TOTAL (123) 9209 79 (88) 21 11 1(121) 2(123) <0,125-4 025 1

K. pneumoniae (79) 7(7) 58 (65) 11(76) 3(79) <0,125-1 025 0,5
MBL (63) 1(1) 49 (50) 11 (61) 2(63) <0,125-1 0,25 0,5
KPC-2 (14) 6 (6) 7 (13) 1(14) <0,125-1 025 0,25
OXA-48 (2) 2(2) 0,5 0,5 0,5

K. oxytoca (13) 6 (6) 7 (13) <025-05 05 0,5

S. marcescens (14) 1) 2(3) 8§11 1712 2714 0,25 -4 1 4

Enterobacter spp.(17)  2(2)  14(16) 1(17) <0,125-05 025 0,25




RESULTADOS

53.1 ACTIVIDAD IN VITRO DE LAS COMBINACIONES DE
PLAZOMICINA CON 4 ANTIMICROBIANOS

* TABLERO DE AJEDREZ

Se estudié el efecto sinérgico de las combinaciones plazomicina con
fosfomicina, colistina tigeciclina y meropenem de 6 aislados mediante la técnica del
tablero de ajedrez. Las caracteristicas de los aislados seleccionados se representan en la
tabla 16. Todos los aislados presentaron una CMI <1 mg/l a plazomicina. La mitad de
los aislados presentaron resistencia a 3 de los 4 antimicrobianos seleccionados para
evaluar el efecto sinérgico con la plazomicina, mientras que 2 de los 6 aislados fueron

resistentes a los 4 antimicrobianos.

Tabla 16. Caracteristicas de los aislados seleccionados para evaluar el efecto
sinérgico de la plazomicina con fosfomicina, colistina, tigeciclina y meropenem.

Cepa Carbapenemasa ST CMI (mg/1)
Plazomicina Fosfomicina Colistina Tigeciclina Meropenem

365 VIM-1 15 1 128 >16 1 128
432 KPC-2 101 0,25 32 >16 2 128
434 VIM-1 11 0,5 >256 8 0,5 128

446 VIM-1 11 0,5 256 >16 2 >128
514 KPC-1 101 1 16 0,5 4 4

528 VIM-1 11 0,25 256 >16 2 >128

En la tabla 17 se muestran los resultados obtenidos para cada aislado y cada

antimicrobiano.
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Tabla 17. Actividad obtenida de la combinacion de plazomicina con
fosfomicina, colistina, tigeciclina y meropenem para cada aislado.

Cepa Antimicrobiano Valor del menor > FIC  Interpretacion
Fosfomicina 1 Indiferencia
Colistina 0.8 Sinergia parcial
365 Tigeciclina 0,6 Sinergia parcial
Meropenem 1 Indiferencia
I Fosfomicina 06 Sinergia parcial
432 Colistina 0,7 Sinergia parcial
Tigeciclina 1,1 Indiferencia
Meropenem 1 Indiferencia
""""""""""""" Fosfomicma 05  Sinergia
434 Colistina 03 Sinergia
Tigeciclina 1 Indiferencia
Meropenem 0,5 Sinergia
""""""""""""" Fosfomicina 03 Sinergia
446 Colistina 03 Sinergia
Tigeciclina 0.8 Sinergia parcial
Meropenem 0,5 Sinergia
""""""""""""" Fosfomicina 05 Sinergia
514 Colistina 1,1 Indiferencia
Tigeciclina 0,7 Sinergia parcial
Meropenem 0,7 Sinergia parcial
""""""""""""" Fosfomicma 05 Sinergia
528 Colistina 04 Sinergia
Tigeciclina 0,7 Sinergia parcial
Meropenem 0,6 Sinergia parcial

El 83% de los aislados seleccionados presentdé un efecto sinérgico con las
combinaciones de plazomicina-fosfomicina (1 cepa: sinergia parcial y 4 cepas: sinergia)
y pazomicina-colistina (2 cepas: sinergia parcial y 3 cepas: sinergia), mientras que el
67% lo presentd con plazomicina-tigeciclina (4 cepas: sinergia parcial) y plazomicina-
meropenem (2 cepas: sinergia parcial y 2 cepas: sinergia). Esta sinergia se alcanzd con
concentraciones de los antimicrobianos menores o iguales que las Css respectivas en un
78% de los casos (tabla 18). La tigeciclina fue el antimicrobiano que presentd sinergia

parcial con concentraciones superiores a la Css en 3 de los 4 aislados con sinergia.
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Ademas, el rango de diluciones en el cual se detectd este sinergismo fue estrecho en el

100% de los aislados con la combinacién plazomicina-tigeciclina.

El 100% de los aislados sensibles a colistina y el 50% de los aislados sensibles a
tigeciclina presentaron un efecto de indiferencia con la combinacién plazomicina-
colistina y plazomicina-tigeciclina, respectivamente. Entre los aislados resistentes, el
efecto sinérgico fue mayor que el efecto indiferente (el 75% de sinergia con

fosfomicina, el 100% con colistina, el 75% con tigeciclina y el 67% con meropenem).

Tabla 18. Distribucion de los aislados segtn la actividad de los siguientes
antimicrobianos combinados con la plazomicina asi como las caracteristicas de la
actividad sinérgica.

Antimicrobiano Interpretacién Niimero de aislados (%)
Total Sensibles Resistentes < Css A E
Fosfomicina Sinergia 5/6 (83) 2/2(100)  3/4(75) 5/5 3/5(60)  2/5(40)
Indiferencia 1/6 (17)  0/2 (0) 1/4 (25)
Colistina Sinergia ~ 5/6(83) 0/1(0)  5/5(100) 4/5(80) 3/5(60) 2/5(40)
Indiferencia 1/6 (17) 1/1 (100) 0/5 (0)
Tigeciclina Sinergia 416 (67) 1/2(50)  3/4(75)  1/4(25) 0/4(0)  4/4(100)
Indiferencia 2/6 (33) 1/2 (50) 1/4 (25)
Meropenem Sinergia 416 67)  0(0) 416 (67) 414 2/4(50)  2/4(50)

Indiferencia 2/6 (33) 0@ 2/6 (33)

< Css: Concentracién steady state (Css fosfomicina: 100 mg/l, Css colistina: 5 mg/l, Css tigeciclina: 0,125
mg/l, Css meropenem: 10 mg/l). Distribucion de los aislados que presentaron sinergia en concentraciones de
antimicrobiano menor o igual a la Css del mismo antimicrobiano alcanzada en plasma; A: Amplia ventana de
diluciones. Distribucién de los aislados que presentaron sinergia en mas de 6 diluciones; E: Estrecha ventana
de diluciones. Distribucion de los aislados que presentaron sinergia en menos de 6 diluciones.

En las figuras 37 y 38 se representan ejemplos del efecto sinérgico e indiferente

con la combinacion de la plazomicina con los 4 antimicrobianos.
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Figura 37. Ejemplos de la actividad sinérgica para cada combinacion.
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Figura 38. Ejemplos de actividad indiferente para cada combinacion.
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* CURVAS DE LETALIDAD

Se realizaron curvas de letalidad a 2 aislados (365 y 446), cuyas caracteristicas
se muestran en la tabla 16, para valorar la actividad de la plazomicina con fosfomicina,

colistina, tigeciclina y meropenem a lo largo de un periodo de 24 horas.

En primer lugar, se valor6 la actividad de la plazomicina a diferentes
concentraciones: 2x CMI, 1x CMI y 0,5x CMI. En ambas cepas, la actividad de la
plazomicina fue bactericida con una concentracién de 2x CMI. Con una concentracién
de 1x CMI hubo efecto bactericida a las 6h, con un recrecimiento de la poblacion a las
24h. No presentd efecto bactericida cuando la concentracién ensayada fue de 0,5x
CMLI. (tabla 19 y figura 39). En la tabla se muestran los cambios en las concentraciones
en log;o UFC/ml a las 3h, 6h y 24 h comparadas con el inéculo inicial a tiempo Oh. El

efecto bactericida (reduccion de >3 log;o en las UFC/ml ) estd marcado en gris

Tabla 19. Resultados de las concentraciones bacterianas de cada cepa a los
tiempos Oh, 3h, 6h, y 24h.

Cepa Antimicrobianos Concentracion (Log;o UFC/ml) A Logio UFC/ml
Oh 3h 6h  24h  3h 6h  24h
PLA 2x CMI 6 23 17 16 | 37 43 44
365 pLA 1x CMI 58 61 27 63 03 31 05
PLA 0.5x CMI 50 65 63 78 06 04 19
PLA2xCMI ¢ 62 2 1 09 | 42 52 53
446 ppA 1x CMI 50 48 17 6 A0 42 0l
PLA 0,5x CMI 58 56 69 7 02 1.1 12
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Figura 39. Representacion de la actividad de la plazomicina a diferentes
concentraciones.

A continuacidn, se estudi6 la actividad de la plazomicina, fosfomicina, colistina,
tigeciclina y meropenem asi como de las combinaciones de plazomicina con cada uno
de ellos. La plazomicina se valor6 a dos concentraciones: 1x CMI y 0,5 CMI. En la
tabla, al igual que la tabla anterior, se muestran los cambios en las concentraciones en
logip UFC/ml a las 3h, 6h y 24 h comparadas con el in6culo inicial a tiempo Oh. El

efecto bactericida (reduccion de >3 log;o en las UFC/ml ) estd marcado en gris.

La combinacién de plazomicina con cualquiera de las 2 concentraciones y
fosfomicina presentd efecto bactericida a las 24h en ambas cepas. Sin embargo, no
hubo efecto bactericida con ninguna combinacion de plazomicina y tigeciclina a ningtin
tiempo. La combinacion plazomicina-meropenem y plazomicina-colistina  fue
bactericida en todos los tiempos en la cepa 365, aunque no ocurrié lo mismo en la cepa
446, que solamente existié dicho efecto a las 6h y 24h cuando la concentracién de

plazomicina fue 1x CMI (tabla 20).
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Tabla 20. Resultados de las concentraciones bacterianas de cada cepa a los
tiempos Oh, 3h, 6h, y 24h.

Cepa Antimicrobianos Concentracion A Logio
Oh 3h 6h 24h 3h 6h 24h
PLA 1x CMI 58 6,1 27 63 0,3 -3,1 05
PLA 0.5x CMI 59 65 63 178 06 04 19
FOS 62 4,1 5 94 2,1 -12 32
COL 5,3 4 4 8,3 -13 -13 3
TIG 58 7 8,5 9 12 27 32
MER 58 6 59 84 02 0,01 26
36s PLAIXCMI+FOS 56 3 09 2 2,6 (4736
PLA 1x CMI + COL 56 09 09 1 4,7 47 -4,6
PLA 1x CMI + TIG 58 39 39 3 -19 -19 -28
PLA 1x CMI + MER 53 18 09 09 35 44 -44
PLAO0S5x CMI+FOS 59 13 09 22 46 -5 -3]7
PLA0,5x CMI+COL 54 09 09 09 45 -45 -45
PLAO05x CMI+TIG 58 6,8 83 75 1 25 1,7
PLAOSxCMI+MER 5,7 13 14 09 44 -43 48
S PLA IxCMI 50 48 17 6 1,1 42 01
PLA 0,5x CMI 58 56 69 7 02 1,1 12
FOS 59 5 6 7 09 0,1 1,1
COL 59 66 8,1 84 0,7 22 25
TIG 5 73 83 9 23 33 4
MER 6,1 67 73 74 06 12 13
446 PLA 1x CMI + FOS 57 38 1,1 13 -19 46 -44
PLA 1x CMI + COL 59 48 1,8 12 -1,1 4.1 4,7
PLA 1x CMI + TIG 56 33 39 176 23 -1,77 2
PLA 1x CMI + MER 53 57 16 09 04 -3,7 44
PLAO0SxCMI+FOS 56 49 16 09 0,7 -4 4]
PLAO0Sx CMI+COL 5,8 58 46 76 0o -12 18
PLA0,5x CMI+TIG 6,1 6 42 82 0,1 -19 21
PLAO0Sx CMI+ MER 59 3 19 6 29 -4 0,1

PLA: Plazomicina; FOS: Fosfomicina; COL: Colistina; TIG: Tigeciclina; MER: Meropenem.

La actividad sinérgica se observo para todas las combinaciones de plazomicina y
fosfomicina a las 24h en ambas cepas. En la cepa 365 hubo sinergia con todas las

combinaciones a las 24h, excepto con la combinacién plazomicina 0,5x CMI y
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tigeciclina. Sin embargo, en la cepa 446 no hubo sinergia a las 24 h con ninguna
combinacién plazomicina-tigeciclina ni con la concentracion de plazomicina 0,5x CMI
cuando se combind con colistina y meropenem. A las 3h, en la cepa 365 hubo efecto
sinérgico con la mayoria de las combinaciones mientras que en la cepa 446 solamente lo
presentd con la combinacion de plazomicina 0,5x CMI y meropenem. Sefalar que las
combinaciones de plazomicina 0,5x CMI con colistina, tigeciclina y meropenem fueron

sinérgicas a las 6h en la cepa 446, pero no a las 24h (tabla 21).

El efecto bactericida y el efecto sinérgico a las 24 horas fueron encontrados en
todas aquellas combinaciones sinérgicas con 1 excepcion: plazomicina 1x CMI y

tigeciclina en la cepa 365 (con sinergia y sin efecto bactericida).

En la tabla 21 se muestran los cambios en las concentraciones en log;y UFC/ml
de las diferentes combinaciones a las 3h, 6h y 24 h comparadas con la concentracién en
logip UFC/ml del antimicrobiano més activo de cada combinaciéon en cada tiempo. El

efecto sinérgico (reduccion de >2 log;o en las UFC/ml) estd marcado en gris.
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Tabla 21. Resultados del efecto sinérgico a las 3h, 6h y 24.

Cepa Combinacién de antimicrobianos Resultados
3h 6h 24h
PLA 1x CMI + FOS -1,1 -1,8 -4,3
PLA 1x CMI + COL -3,1 -1,8 -5,3
PLA 1x CMI + TIG 2.2 1,2 -3,3
365 PLA Ix CMI+MER 42 18 54
PLA 0,5x CMI + FOS 2,8 4.1 -5,6
PLA 0,5x CMI + COL -3,1 -3,1 -6,9
PLA 0,5x CMI + TIG 0,3 2 -0,3
PLA 0,5x CMI + MER -4,7 -4.5 -69
o PLA IxCMI+FOS 1 06 @ 47
PLA 1x CMI + COL 0 0,1 -4.8
PLA 1x CMI + TIG -1,5 2,2 1,6
446 PLA 1x CMI+MER 09 01 | 51
PLA 0,5x CMI + FOS -0,1 -4.4 -6,1
PLA 0,5x CMI + COL 0,2 23 0,6
PLA 0,5x CMI + TIG 0,5 -1.2 -0,2
PLA 0,5x CMI + MER 2,6 -5 -1

PLA: Plazomicina; FOS: Fosfomicina; COL: Colistina; TIG: Tigeciclina; MER: Meropenem

En las figuras 40-43 se representan las actividades de la plazomicina 1x CMI y
0,5x CMI, fosfomicina, colistina, tigeciclina y meropenem asi como las de la

combinacion de plazomicina con cada uno de ellos.
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Figura 40. Representacion de las actividades de la plazomicina 1x CMI y 0,5x CMI,
fosfomicina y las combinaciones de plazomicina con fosfomicina.
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Figura 41. Representacion de las actividades de la plazomicina 1x CMI y 0,5x CMI,
colistina y las combinaciones de plazomicina con colistina.
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Figura 42. Representacion de las actividades de la plazomicina 1x CMI y 0,5x
CML, tigeciclina y las combinaciones de plazomicina con tigeciclina.
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Figura 43. Representacion de las actividades de la plazomicina 1x CMI y 0,5x
CMI, meropenem y las combinaciones de plazomicina con meropenem.
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6. VALORACION DE METODOS PARA LA
DETECCION DE CARBAPENEMASAS

6.1 TEST BIOQUIMICO CARBA NP TEST II

Los 123 aislados fueron analizados con el CNP utilizando imipenem
monohidrato. Ademds, 72 se probaron también con imipenem-cilastatina (figura 44).
Utilizando el imipenem monohidrato el 99,2% (122/123) de los aislados dieron positivo,
detectando la produccién de carbapenemasa, mientras que con imipenem-cilastatina

fueron detectados el 97,2% (70/72) .
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Figura 44. Resultados del CNP de 8 aislados

En la tabla 22, se exponen los aislados que presentaron un color amarillo-
anaranjado, que si bien resulta ser un resultado positivo, dificulta la interpretacién. De
los 123 aislados testados con imipenem monohidrato, se obtuvieron 6 aislados con este
color (4,9% de los resultados positivos). En cambio, de los 72 aislados testados con
imipenem-cilastatina se obtuvieron un total de 11 (15,7% de los positivos). La especie
mads afectada fue K. pneumoniae en ambos casos (83,3% con imipenem monohidrato y
63,6% con imipenem-cilastatina). EI ST mayoritario fue el ST11. Ademads, también

hubo 2 S. marcescens, 1 E. asburiae y 1 E. cloacae. El unico aislado productor de
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KPC-2 que sélo presentd este color fue con el imipenem-cilastatina, mientras que los
dos aislados productores de OXA-48 lo tuvieron con las dos formas de imipenem. Las

cepas productoras de VIM-1 fueron més variables.

Tabla 22. Especies que tuvieron un color amarillo-anaranjado utilizando
imipenem-monohidrato y/o imipenem-cilastatina.

Resultados del Carba NP test

Cepa Especie Carbapenemasa ST .
Imipenem Imipenem-cilastatina
monohidrato

72 K. pneumoniae VIM-1 ST11  Amarillo-anaranjado ~ Amarillo-anaranjado
372 K. pneumoniae VIM-1 ST11  Amarillo-anaranjado ~ Amarillo-anaranjado
396  S.marcescens VIM-1 Amarillo-anaranjado ~ Amarillo-anaranjado
404 K. pneumoniae VIM-1 ST11  Amarillo-anaranjado Rojo

417 K. pneumoniae VIM-1 STI11 Amarillo Amarillo-anaranjado
419  S.marcescens VIM-1 Amarillo Amarillo-anaranjado
482  E.asburiae VIM-1 Amarillo Amarillo-anaranjado
505 K. pneumoniae VIM-1 STI11 Amarillo Amarillo-anaranjado
512 K. pneumoniae OXA-48 ST307 Amarillo-anaranjado ~ Amarillo-anaranjado
513 K. pneumoniae OXA-48 ST307 Amarillo-anaranjado ~ Amarillo-anaranjado
523 K. pneumoniae KPC-2 ST101 Amarillo Amarillo-anaranjado
525  E.cloacae VIM-1 Amarillo Amarillo-anaranjado

En la tabla 23 se exponen los aislados que no fueron detectados por este método
al utilizar imipenem monohidrato y/o imipenem-cilastatina. Los aislados que no se
pudieron detectar fueron 3 en el caso de imipenem-cilastatina (2 K. pneumoniae y 1

E. asburiae) y 1 en el caso de imipenem monohidrato (E. asburiae).

Tabla 23. Especies que tuvieron un color rojo utilizando imipenem-monohidrato
y/o imipenem-cilastatina.

Resultados del Carba NP test

Cepa Especie Carbapenemasa ST Imipenem Tmipenem-
monohidrato cilastatina
404 K. pneumoniae VIM-1 STI11 Amarillo-anaranjado Rojo
435 E. asburiae VIM-1 Rojo Rojo
473 K. pneumoniae VIM-1 STI11 Amarillo Rojo
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6.2 ESPECTROMETRIA DE MASAS MALDI-TOF

Se estudi6 la capacidad de deteccion de la actividad carbapenemasa mediante la
técnica de espectrometria de masas MALDI-TOF de 11 cepas de K. pneumoniae
productoras de carbapenemasas. Las caracteristicas de los aislados se representan en la
tabla 24. Los aislados seleccionados fueron productores de distintos tipos de

carbapenemasas y pertenecieron a distintos ST.

Tabla 24. Caracteristicas de 11 cepas de K. pneumoniae productoras de
carbapenemasas seleccionadas para evaluar la deteccion de las carbapenemasas
mediante la técnica de espectrometria de masas MALDI-TOF.

RESULTADOS

Cepa Especie Carbapenemasa ST
109 K. pneumoniae VIM-1 11
185 K. pneumoniae IMP-22 578
267 K. pneumoniae VIM-1 37
269 K. pneumoniae VIM-1 323
272 K. pneumoniae VIM-1 198
365 K. pneumoniae VIM-1 15
370 K. pneumoniae VIM-1 405
376 K. pneumoniae KPC-2 101
416 K. pneumoniae VIM-1 431
493 K. pneumoniae KPC-2 11
512 K. pneumoniae OXA-48 307

Se obtuvo un 100% de deteccion de la actividad carbapenemasa, ya que se
detecté un aumento de la hidrdlisis del imipenem-cilastatina o del ertapenem a tiempo 1
hora en todas las cepas estudiadas. Sin embargo, el porcentaje de degradacién de cada
antimicrobiano vari6 segun la cepa (figura 45 y 46). Las cepas con un mayor porcentaje
de degradacion del imipenem-cilastatina a tiempo lh fueron la 185 (99%; IMP-22
ST578), 1a 376 (99,5%; KPC-2 ST101) y la 493 (99,5%; KPC-2 ST11). En el caso del
ertapenem, el pico de 450 Da aument6 con el paso del tiempo y el de 476,498 y 521 Da

disminuyeron. Teniendo en cuenta la media de los valores de los 3 picos que
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disminuyeron, las cepas con un mayor porcentaje de degradacion a tiempo 1h fueron la
109 (95,2%; VIM-1 ST11), la 370 (79,6%; VIM-1 ST405) y la 376 (82,3%; KPC-2

ST 101).

La rapidez en empezar a degradar ambos carbapenémicos también vari6 segtn la
cepa, ya que solo con la preparacion e inoculacion de los aislados a tiempo Oh, se pudo
observar diferencias entre ellas. Con el imipenem-cilastatina, las cepas con mayor
degradacion fueron la 269 (42%; VIM-1 ST323), la 493 (60,3%; KPC-2 ST11) y la 512
(55.9%; OXA-48 ST307), mientras que con el ertapenem, fueron la 272 (26,8%; VIM-1

ST198),1a 376 (32,3%; KPC-2 ST101) y 1a 493 (23,7%; KPC-2 ST11).
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Figura 45. Porcentaje de degradacion del imipenem-cilastatina calculado con
el valor del pico 489 Da a tiempo Oh y 1h.
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En las figuras 47 y 48 se representan ejemplos de la actividad de los diferentes

tipos de carbapenemasa utilizando el imipenem-cilastatina y el ertapenem.
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c) Cepa 376 (KPC-2, 5T101)
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Figura 47. Ejemplos de la actividad de los diferentes tipos de carbapenemasa utilizando

el imipenem-cilastatina.
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Figura 48. Ejemplos de la actividad de los diferentes tipos de carbapenemasa utilizando

el ertapenem.
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En los 10 ultimos afios, se ha incrementado la prevalencia de EPC,
convirtiéndose en un problema clinico y de salud publica, de dificil control y

tratamiento.

Como se pudo comprobar en nuestro estudio, el grupo de edad con mds
aislamientos de EPC fue el formado por los pacientes mayores de 65 afos (60%),
pacientes que debido a la edad son mdas propensos a tener enfermedades y
complicaciones. Cabe sefialar que el 88,6% de los aislados fueron de pacientes
ingresados en el hospital, de los cuales, un 39.5% estuvieron ingresados en la UCI,
poniendo de manifiesto que este tipo de infecciones esta relacionado con pacientes
debilitados y/o inmunodeprimidos. Estos datos coinciden con los publicados en la
literatura, cuyos factores de riesgo para la adquisicion de EPC son la estancia en UCI, la
administracion de antibioterapia de amplio espectro de forma prolongada, la cirugia, los

procedimientos instrumentales invasivos y la inmunosupresion 109,

En nuestro trabajo, los tipos de muestra mayoritarios fueron la orina (39,8%), las
secreciones bronquiales (24,4%) y las muestras relacionadas con infecciones
intraabdominales y de piel y partes blandas (20,4%: exudados/pus, escaras, heridas
quirurgicas). En general, no existen diferencias en los tipos de infeccion causadas por
EPC de las de otras enterobacterias mds sensibles, por lo que las infecciones mads
comunes en las que estdn implicadas son las infecciones del tracto urinario, las
infecciones intraabdominales, bacteriemias, neumonias (asociadas o no a ventilacion

mecdnica) e infecciones de piel y partes blandas.

La prevalencia de EPC en nuestro estudio fue de un 1,7%. Esta cifra fue

superior a la publicada por Miré et al., 004%, en cuyo estudio participaron 35

1 112,113

hospitales espafioles ', Al igual que en estudios previos , en esta tesis se pudo

observar que la especie mas frecuente fue K. pneumoniae con un 62,4%. Por otro lado,
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la especie E. cloacae fue la cuarta especie implicada (9,8%), por detrds de
S. marcescens (11, 4%) y K. oxytoca (10,6%). Estos datos difieren de otros trabajos, en
los que se puede considerar que la especie E. cloacae es la segunda EPC en
Espana 108.110.112.160 * A1 contrario que en nuestro estudio, solamente existe una unica
publicacién de S. marcescens productora de carbapenemasa en Espafia con un tnico

aislado ''%.

En cuanto a la clase de carbapenemasa, el 82,9% de los aislados fueron
productores de MBL, de las cuales, el 82,1% fue VIM-1 y el 0,8% IMP-22. El 15,5%
de los aislados fueron productores de KPC-2 y el resto, el 1,6%, de OXA-48. En el
estudio llevado a cabo por Mird et al. también encontraron que la enzima VIM-1 fue la
carbapenemasa mds frecuente ''*. Sin embargo, en el estudio de Oteo et al. la enzima
predominante fue del grupo OXA-48 (68,8%), mientras que un 25,3% correspondio a la
enzima VIM-1, un 34% a la enzima KPC-2, un 2,1% al grupo IMP y un 04% a
NDM ', Desde el primer comunicado de EPC en Espafia en el 2005 por
Tortola et al. """ se fueron describiendo sucesivos brotes de enterobacterias productoras
de VIM-1 por los hospitales espaioles '**'°'® En el 2009 tuvo lugar el primer brote
de OXA-48 en Barcelona " y a partir de este momento se fueron comunicando otros
brotes por esta enzima por toda Espafia ''*'®'. Aunque en los afios de nuestro estudio la
OXA-48 estuvo diseminada por el pais, en nuestro hospital solamente aislamos 2 cepas
de K. pneumoniae productoras de OXA-48. Desde la aparicién de la enzima KPC en el
2010 """ 'la prevalencia de esta carbapenemasa continua siendo baja. Actualmente,
las cepas de K. pneumoniae productoras de OXA-48 y VIM-1 son las responsables de la

mayor parte de las infecciones por EPC en Espafia 1z,

A nivel europeo, las EPC estin ampliamente distribuidas. Las enzimas mds

prevalentes son las KPC, alcanzando una situacién endémica en Italia y Grecia, y las
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VIM, constituyendo un problema en Grecia, Italia y Hungria. Los casos de OXA-48
estdn aumentando en Europa y es la carbapenemasa mas detectada en Bélgica, Francia y
Malta. Los actuales comunicados de NDM en los paises europeos indican que la
prevalencia de estas enzimas sigue siendo baja si lo comparamos con otras
carbapenemasas. Reino Unido e Italia son los 2 paises que mas casos de NDM

comunican.

En el entorno genético del gen blayy.,; caracterizado en 11 aislados
(7 K. pneumoniae y 4 K. oxytoca) se identificd un gene cassette formado por los genes
blayiy.;, aacA4, dhfrll, aadAl y catB2 (de 5°a 37), coincidiendo con los datos de otros

estudios en Espafia '7"'%.

Los resultados de la PFGE entre los aislados de este estudio demostré una alta
diversidad clonal. Aunque entre los aislados de K. pneumoniae se identificaron 5
clusters y 5 pulsotipos tnicos, el 85% de los aislados se pudieron agrupar en 2 clones
mayoritarios: el Cluster A con 54 aislados, de los cuales 53 fueron productores de

VIM-1y 1 de KPC-2, y el Cluster B con 13 aislados, todos productores de KPC-2.

Se identificaron 10 ST distintos implicados en la diseminacién de aislados de
K. pneumoniae productores de carbapenemasas. El ST més comun fue el ST11, seguido
por el ST101. El ST11 estuvo principalmente unido a la producciéon de VIM-1, mientras
que el ST101 lo estuvo a KPC-2. En la actualidad el ST11, una variante de un tnico
locus (SLV) de ST258, estd ampliamente diseminado entre los aislados de

. 7,164-166
K. pneumoniae productores de carbapenemasa o7

. EI ST101 es un clon emergente
que ha sido identificado dentro de brotes y en casos esporddicos de aislados de
K. pneumoniae productores de OXA-48 en algunos paises del Mediterrdneo "8 En un

estudio llevado a cabo en Espafia se identificaron 6 clones de K. pneumoniae

productores de KPC, de los cuales ninguno fue el ST101, aunque si encontraron el
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ST11 '”. En otros estudios, el ST101 si que estuvo relacionado con los aislados
productores de KPC-2 ''*' Tres de los aislados productores de VIM-1 fueron debidos
al clon ST15, también descrito en otros estudios 109.112 "qip embargo, el ST405 descrito

11
8 9

entre productores de OXA-4 , en nuestro trabajo estuvo relacionado con VIM-1. El

ST307 fue el responsable de la produccién de OXA-48.

En nuestro estudio hubo una gran variabilidad genética entre los aislados de
K. oxytoca, E. cloacae y S. marcescens, siendo estd ultima la especie con menor
diversidad, ya que los 14 aislados fueron agrupados en 3 clusters y un tnico pulsotipo
distinto. Estos resultados sugieren que existe una expansion clonal y una transmision
horizontal de elementos de resistencia entre las EPC en nuestro hospital. En trabajos
previos, en los que se realizaron andlisis clonales entre aislados de K. oxytoca y
S. marcescens productores de carbapenemasas se pudieron observar como su

diseminacién en algunos casos fue debido a un mismo clon '*'"?

y en otros, a varios
clones '™, En cambio, entre los aislados de E. cloacae, la dispersion parece ser

debida a varios clones.

Todos los aislados de nuestro estudio fueron resistentes a ampicilina,
amoxicilina-clavuldnico, piperacilina-tazobactam, cefoxitina, cefotaxima y ceftazidima.
El cefepime vy el aztreonam presentaron una resistencia variable, siendo la especie
S. marcescens la que presentd menor resistencia a ambos. Los aislados productores de
KPC-2 fueron 100% resistentes a aztreonam. Un 95% de los aislados de K. pneumoniae
productores de MBL presentaron resistencia a este antimicrobiano, sugiriendo la

coproduccion de enzimas BLEE y/o enzimas AmpC plasmidicas.

De los tres carbapenémicos estudiados, el mds activo fue el meropenem y el

menos fue el imipenem, ya que todos los aislados presentaron resistencia. Los aislados
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productores de VIM-1 fueron los que presentaron cierta sensibilidad a meropenem y

ertapenem , con un 3,9% y un 2,9% aislados sensibles respectivamente.

Existen datos clinicos que indican que los carbapenémicos pueden tener alguna
utilidad en el tratamiento de infecciones por K. pneumoniae productoras de
carbapenemasas. A pesar de ser productoras de carbapenemasas (especialmente VIM e
IMP), las especies de Klebsiella spp. pueden presentar bajas CMIs a los
carbapenémicos ' . Varios estudios proponen que las infecciones por EPC pueden ser
tratadas con un carbapenémico si la CMI es <8 mg/l, en regimenes de altas dosis en
perfusién continua, preferiblemente en combinacién con otro antimicrobiano **'’®. Por
ello, en este estudio calculamos el porcentaje de aislados (con respecto a los resistentes)
que presentaron un rango de CMI de 2-8 mg/l en el caso de imipenem y meropenem y
de 0,5-8 mg/l en el caso de ertapenem. Los 3 carbapenémicos presentaron un elevado
porcentaje de aislados con dichas CMIs (=65%). Por especies, los aislados de
K. oxytoca fueron los que presentaron el mayor porcentaje de CMI de 2-8 mg/l a
imipenem (92,3%) mientras que los de S. marcescens las presentaron a meropenem
(78,6%) y ertapenem (100%). Por enzimas, las cepas productoras de KPC-2 e IMP-22
no presentaron CMIs en ese intervalo, mientras que los productores de VIM-1 tuvieron
un 81,8% de aislados de ertapenem, un 73,5% de meropenem y un 65,7% de imipenem.
Estos datos indicaron que en un elevado porcentaje de estas EPC podria haberse
utilizado alguin carbapenémico en el tratamiento de las infecciones por estas cepas, a

pesar de estar consideradas resistentes a los mismos.

Segun se utilice los puntos de corte del CLSI o del EUCAST, los porcentajes de
resistencia pueden variar debido a que no son exactamente iguales. Esto es importante
porque en el momento de identificar las EPC, las cepas consideradas resistentes a algin

carbapenémico aplicando uno de los puntos de corte pueden ser sensibles con el otro.
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En nuestro estudio aplicamos los puntos de corte propuestos por el CLSI y los
comparamos con los propuestos con el EUCAST. El porcentaje de resistencia a
imipenem y meropenem fue mayor con los puntos de corte del CLSI. El meropenem fue
el carbapenémico que presentd mayor diferencia, siendo las especies de K. oxytoca y
Enterobacter spp las mds afectadas. No hubo diferencias en el caso del ertapenem. En
los hospitales griegos se ha estimado que entre un 10% y un 15% de EPC son
resistentes a los carbapenémicos aplicando los puntos de corte del CLSI y sensibles

aplicando los del EUCAST *.

En la actualidad, no existen antibioticos comercializados con buena actividad
frente a las EPC. Las decisiones clinicas sobre el tratamiento estan basadas en la
actividad in vitro de ciertos antimicrobianos, clasificados en la categoria de sensibles,
intermedios o resistentes. Sin embargo, el tratamiento con antimicrobianos considerados
sensibles in vitro no predice necesariamente un éxito terapéutico; de hecho, existen
varios estudios en los cuales no se encontraron diferencias en la mortalidad de
pacientes que recibieron o no tratamientos con antibidticos que presentaron actividad in

vitro en contra de EPC 77180

Con frecuencia las EPC presentan resistencias a otras familias de
antimicrobianos, pudiendo aislarse cepas panresistentes, frente a las cuales no hay una
alternativa 6ptima de tratamiento. Muchas de las EPC solo son sensibles in vitro a
colistina, tigeciclina, fosfomicina o amikacina 44.109.130.181-183 " pye ello, estudiamos la
actividad in vitro de estos antimicrobianos, ademds de gentamicina, tobramicina y

ciprofloxacino.

Los mecanismos de resistencia a los aminoglucésidos y a las quinolonas son

69,184,185
C

comunes en las EP , por lo que como era de esperar, hubo un elevado

porcentaje de resistencia a ciprofloxacino, tobramicina y gentamicina. La especie
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K. pneumoniae presentd elevada resistencia a ciprofloxacino y tobramicina. Los
antimicrobianos mads activos fueron la amikacina (82,9% de sensibilidad) y la
fosfomicina (80,5% de sensibilidad). No hubo ningin aislado de S. marcescens
resistente a estos 2 antimicrobianos y ningun aislado de K. oxytoca resistente a la
amikacina. Existen varios trabajos en los que la gentamicina se considera el
aminoglucésido mas activo frente a las EPC (VIM y KPC), debido a la presencia
concomitante del gen aac(6”)-I que confiere resistencia a amikacina, tobramicina y
netilmicina con genes carbapenemasa ', A pesar de ello, en nuestro estudio el
aminoglucésido mds activo fue la amikacina con un 17,1% de resistencia (16% de
aislados intermedios) frente a un 374% de resistencia a la gentamicina. La mejor
actividad de amikacina frente a gentamicina se puede observar también en el estudio de
EPC llevado a cabo por Castanheira et al. 3! En contraste, las enterobacterias
productoras de NDM exhiben pan-resistencia a todos los aminoglucésidos debido a la

produccién de ribosoma metilasas.

La fosfomicina, un derivado del 4cido fosfénico que inhibe la biosintesis de la
pared celular en un paso anterior que los B-lactimicos, presenta una actividad in vitro
variable en contra de las EPC, ya que existen estudios con un 94,9% de sensibilidad y

otros con un 54% 3187

, aunque en ocasiones puede llegar a ser el inico antimicrobiano
activo. Desafortunadamente, existen pocos datos clinicos de infecciones por EPC

tratadas con fosfomicina. Ademads, cuando se usa en monoterapia existe el riesgo de

resistencia, excepto en el tratamiento de UTIs no complicadas.

La tigeciclina y colistina se consideran una de las ultimas opciones para el
tratamiento de infecciones graves causadas por EPC. La tigecilina, una glicilciclina con
actividad bacteriostética, tiempo-dependiente, posee buena actividad en contra de

enterobacterias resistentes a los carbapenémicos, excluyendo las intrinsecamente
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resistentes (Proteus spp., Morganella spp., Providencia spp.). Sin embargo, no se
recomienda el tratamiento de bacteriemias, infecciones respiratorias, infecciones
urinarias u otras infecciones graves con tigeciclina. Actualmente, el incremento de
patégenos MDR ha aumentado el uso de colistina, a pesar de que en el pasado, las

polimixinas fueron poco utilizadas debido a su nefrotoxicidad y neurotoxicidad.

En nuestro trabajo llama la atencidn la elevada resistencia a tigeciclina (36,6%)
y colistina (24,8%) entre los aislados. La especies mas afectadas fueron K. pneumoniae
en el caso de tigeciclina (45,6% de resistencia) y Enterobacter spp. en el caso de
colistina (47,1% de resistencia), sin tener en cuenta la especie S. marcescens que son
intrinsecamente resistentes a la colistina, contrariamente a los datos publicados en los
cuales la resistencia a colistina ha sido mds frecuente en K. pneumoniae que en
Enterobacter spp ™. Si comparamos nuestros datos con otros trabajos, podemos
observar que nuestros aislados fueron madas resistentes a colistina y menos a
tigeciclina '*'**'® El incremento del uso de colistina esté asociado con la aparicién de
aislados heterorresistentes, debido a la alteracion en la estructura del

lipopolisacarido '%.

El desarrollo de resistencia durante la terapia puede estar
relacionada con la presencia de subpoblaciones heterorresistentes ', ya que son cepas
aparentemente sensibles a colistina con una pequefia subpoblacién que presentan
resistencia a la misma. Esto hace que puedan existir fracasos terapéuticos en cepas
tedricamente sensibles, ademds de que con el uso de este antimicrobiano se podrian
seleccionar cepas resistentes. Existen estudios que demuestran que la resistencia a la
colistina se desarrolla con més frecuencia en aislados de K. pneumoniae resistentes a

. . .. . . . 192.193
los carbapenémicos que en A. baumannii o P. aeruginosa multirresistentes ',

La resistencia a los antimicrobianos no 3-lactimicos no se mantuvo constante en

los 2 periodos del estudio, aumentando en la segunda parte del mismo. El
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antimicrobiano mas afectado fue amikacina. Los unicos que mantuvieron una
resistencia constante fueron ciprofloxacino y tigeciclina. Por especies, K. pneumoniae y
Enterobacter spp fueron las que tuvieron un incremento de resistencia a todos los

antimicrobianos.

Segtn el tipo de carbapenemasa VIM-1 o KPC-2, se encontraron diferencias
entre el porcentaje de resistencia a amikacina, gentamicina y tobramicina, siendo mayor
entre los aislados productores de KPC-2. Dentro de la especie K. pneumoniae la
resistencia a amikacina y gentamicina fue mayor entre los productores de KPC-2,
asociado al ST101, y la resistencia a fosfomicina y colistina mayor entre los de MBL,
asociado al ST11. La resistencia a la amikacina estuvo ligada a 2 STs, mientras que la
resistencia a la tobramicina estuvo repartida entre 8 STs. A pesar de que en la segunda
parte del estudio aumento la resistencia a los antimicrobianos no [3-lactdmicos en esta
especie hubo una disminucién en la diversidad de STs, sugiriendo que la resistencia a

los mismos estuvo unida a ciertos clones.

Actualmente, existen numerosos estudios que demuestran que los aislados de
EPC resistentes a este tipo de antimicrobianos estdn aumentando, poniendo de
manifiesto la necesidad de desarrollar antimicrobianos con actividad frente a este tipo
de cepas. Uno de los antimicrobianos que estd en desarrollo capaz de actuar en contra
de microorganismos multirresistentes es la plazomicina (ACHN-490), un nuevo
aminoglucésido '*. El 99% de todos nuestros aislamientos presenté una CMI de
plazomicina de < 2 mg/l con una CMlsy y una CMlyy de 025 y 1 mg/l,
respectivamente, concentraciones a las cuales los modelos farmacocinéticos-
farmacodindmicos predicen que la probabilidad de lograr adecuados niveles en plasma
es de >98% de probabilidad '**. En varios estudios, en los que se testé la actividad de

plazomicina, se obtuvieron CMIsg de entre 0,5 y 2 mg/l 195-197 §i analizamos nuestros
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datos por especies, los aislados de K. pneumoniae productores de KPC-2 y los de
Enterobacter spp tuvieron la menor CMlIyy (0,25 mg/l) y los aislados de S. marcescens
tuvieron la mayor CMly (4 mg/l). Comparado con los aminoglucésidos amikacina,
gentamicina y tobramicina demostrd ser mas activa. Aunque las CMIs de plazomicina
no parecen estar relacionadas con las enzimas modificadoras de aminoglucdsidos mas

comunes ', si que se ha visto que estds son muy elevadas con las 16S rRNA

% En un

metiltransferasas presentes en las cepas productoras de la enzima NDM
estudio reciente, las CMIs de plazomicina fueron mas elevadas en las cepas resistentes a

gentamicina que en las cepas sensibles, sugiriendo una posible relacion entre estos dos

aminoglucésidos '’.

El tratamiento de las infecciones por microorganismos multirresistentes puede
resultar muy complicado. Por ello surge la necesidad de combinar antimicrobianos por
dos posibles ventajas: el efecto sinérgico y la prevencion de resistencias. Sin embargo,
la experiencia clinica en el tratamiento de este tipo de infecciones es muy limitada. En
el presente trabajo estudiamos la actividad in vitro de las combinaciones de plazomicina
con fosfomicina, colistina, tigeciclina y meropenem, antimicrobianos con alguna

actividad en infecciones por EPC.

Los resultados del tablero de ajedrez demostraron que las combinaciones mas
sinérgicas fueron las de plazomicina-fosfomicina y plazomicina-colistina. La
combinacion menos eficaz fue la de plazomicina-tigeciclina con un 75% de los casos
con sinergia parcial alcanzada con dosis superiores a la Css, por lo que no tendria
utilidad en el caso de utilizarse in vivo. Un dato importante fue que las combinaciones
de plazomicina con alguno de los cuatro antimicrobianos presentaron sinergia en la

mayor parte de las cepas resistentes al antimicrobiano correspondiente, indicando la
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utilidad de poder utilizar este tipo de combinaciones en las infecciones por cepas

resistentes.

En nuestro estudio, con una concentracion de plazomicina de 2x CMI hubo
efecto bactericida a todos los tiempos estudiados mientras que con una concentracion
0,5x CMI no lo presentd en ningiin momento. Con una concentracién de 1x CMI hubo

efecto bactericida pero con un recrecimiento a las 24h.

Se realizaron curvas de letalidad con las combinaciones de plazomicina 0,5x
CMI y 1x CMI con los cuatro antimicrobianos a dos cepas seleccionadas. La
combinacion con fosfomicina resultdé ser bactericida y sinérgica con ambas
concentraciones de plazomicina a las 24 horas. La combinaciéon con tigeciclina no
presentd efecto bactericida y el efecto sinérgico solamente fue con Ix CMI de
plazomicina a las 24 horas en una de las dos cepas. Con las otras combinaciones, se
pudieron ver mejores resultados cuando se utilizé 1x CMI de plazomicina que 0,5x

CML

Estos datos demuestran la actividad sinérgica y bactericida de las combinaciones
de la plazomicina con fosfomicina, colistina y meropenem, por lo que se deberian de
realizar mds estudios para la evaluar sus posibles usos en el tratamiento de las

infecciones por EPC.

Para evitar la distribucién de las EPC es necesario una rdpida deteccion de las
mismas por parte del laboratorio, asi como un correcto tratamiento antimicrobiano y un
adecuado aislamiento de los pacientes infectados y/o colonizados. Una forma répida de
detectar EPC es a través de los métodos fenotipicos, capaces de detectar la producciéon
de carbapenemasas por la hidrdlisis de un carbapenémico. Un método ampliamente

utilizado es el THM ya que es un método facil de realizar y barato, aunque presenta
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ciertos inconvenientes. A menudo le falta especificidad, ya que hay una gran cantidad
de falsos positivos debidos a cepas productoras de enzimas BLEE (CTX-M) o AmpC
con una disminucién en la permeabilidad. Ademads es poco sensible en la deteccién de

cepas productoras de NDM. Para mejorar la sensibilidad, Girlich et al. '

incluyeron
zinc en los medios de cultivo. Doyle et al. 20 describieron que el THM present6 un 58%
de sensibilidad y 93% de especificidad. Por otro lado, este método requiere un tiempo
de incubacion de 24-48h y no se puede diferenciar la clase a la que pertenecen las
carbapenemasas. A pesar de los problemas que pueda presentar el THM, el CLSI
propone este test para la confirmacién de aislados productores de carbapenemasas,
aunque no deberia de ser una confirmacion definitiva. La deteccion fenotipica de cepas
productoras de MBL estd basada en la inhibicion especifica de las MBLs por agentes
quelantes, como el EDTA. La experiencia de estos métodos en la deteccion de MBLs
estd limitada a K. pneumoniae y E. coli, ya que no han sido sistematicamente testados
en otras especies de enterobacterias. Se debe sefialar que la especificidad en la deteccion
de MBL podria verse afectada debido a que los agentes quelantes podrian afectar a otros
procesos. La deteccion fenotipica de cepas productoras de carbapenemasas de clase A
estd basada en la inhibicién del 4dcido borénico y sus derivados, como el PBA. Como los
métodos para la deteccion de MBLs, la experiencia de estos estd limitada a
K. pneumoniae. En general, los test basados en el acido borénico muestran una elevada
sensibilidad en la deteccion de KPC. Sin embargo, pueden presentar problemas de
especificidad en aquellos aislados con wuna susceptibilidad disminuida a los
carbapenemes debido a una hiperproduccion de B-lactamasas AmpC mas una pérdida de
porinas. Esto se explica porque las enzimas AmpC se inhiben por 4cido borénico. La
inhibicién de la actividad de las cefalosporinasas se consigue mediante el uso de
cloxacilina. Combinando el 4cido borénico y la cloxacilina se consigue diferenciar las

cepas productoras de carbapenemasas clase A de las cepas productoras de AmpC.
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Ninguno de estos test son adecuados para la identificacion de cepas productoras de
carbapenemasas de clase D. Debido a sus propiedades enzimdticas es complicado
desarrollar test fenotipicos especificos para su deteccion. Una elevada resistencia a la
temocilina (CMI > 64 mg/l) y a piperacilina-tazobactam en enterobacterias con una
sensibilidad disminuida o resistencia a algin carbapenem puede predecir una

produccién de OXA-48 %',

En la actualidad, se estdn utilizando otros métodos fenotipicos, como son el CNP
y la espectrometria de masas MALDI-TOF. En este trabajo quisimos estudiar la
capacidad de deteccion de estos dos métodos con las 123 EPC en el caso del CNP y de

11 aislados de K. pneumoniae en el caso del MALDI-TOF.

El CNP es un método basado en la hidrdlisis in vitro de imipenem por un lisado
bacteriano, la cual es detectada por cambios en el valor del pH usando como indicador
rojo fenol (del rojo pasa a amarillo/naranja). Ademds, no requiere de personal
entrenado. En nuestro trabajo, el 99,2% de los aislados fueron detectados con el CNP
cuando se utiliz6 el imipenem monohidrato y 69 de 72 aislados (97,2%) cuando se
utilizé el imipenem-cilastatina. De los 3 aislados que no fueron detectados utilizando el
imipenem-cilastatina, 2 fueron K. pneumoniae del ST11 y 1 E. cloacae, los tres
productores de VIM-1. Estudios previos demostraron que CNP tuvo una especificidad
del 100% en la deteccién de EPC y una sensibilidad del 72,5 al 100% 2°****. El CNP es
un método facil de realizar, barato y facil de interpretar en la mayoria de los casos de
aislados productores de KPC y NDM, ya que el color rojo se vuelve amarillo en menos
de 30 minutos. El 100% de los aislados productores de KPC-2 de este estudio
presentaron el color amarillo en ese tiempo cuando se utilizé el imipenem monohidrato.
A veces la interpretacion de los resultados con el resto de carbapenemasas puede

resultar subjetivo ya que el color resultante es un color amarillo-anaranjado. Para
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minimizar esa subjetividad, lo ideal es que el resultado lo interpreten varias personas a
doble ciego. Un 15,7% de los positivos con el imipenem-cilastatina resulté tener un
color amarillo-anaranjado que podria dificultar la interpretacion, un porcentaje superior
al del imipenem monohidrato (4,9% de los positivos). La especie mas afectada fue
K. pneumoniae con el ST11. La enzima VIM-1 fue la carbapenemasa predominante. La
principal limitacion de este método es la reducida habilidad para la deteccion de cepas
productoras de OXA-48. En nuestro estudio, los 2 aislados de K. pneumoniae
productores de OXA-48 presentaron un color amarillo-anaranjado con ambas formas de

imipenem, poniendo de manifiesto la débil capacidad hidrolitica de estas enzimas.

La espectrometria de masas MALDI-TOF ha sido recientemente introducida en
muchos laboratorios de microbiologia para la identificacién en rutina de bacterias y
hongos. Con esta técnica se acorta el proceso de identificacién unas 24 horas 2****.
Otra de las aplicaciones de esta técnica es la de poder detectar ciertos mecanismos de

206

resistencia, entre ellos las enzimas carbapenemasas Tiene una excelente

especificidad y sensibilidad. Existen diversos estudios en los que se han utilizado

127157138 Qin embargo, parece ser que la

imipenem, meropenem Yy ertapenem
visualizacién de la degradaciéon del meropenem mediante el MALDI-TOF es
problematica, ya que se produce una unién de las moléculas a los componentes del

lisado celular 2.

Por ello, en nuestro estudio utilizamos el imipenem-cilastatina y el
ertapenem. Con este método se obtuvo un 100% de sensibilidad en la deteccion de la
actividad carbapenemasa, aunque el porcentaje de degradacién y la rapidez en empezar
a degradar cada antimicrobiano varié seguin la cepa. Los 2 aislados de K. pneumoniae
productores de KPC-2 y el unico aislado productor de IMP-22 fueron los que mayor

porcentaje de degradacion del imipenem-cilastatina tuvieron; sin embargo, con el

ertapenem fueron 2 productores de VIM-1 de diferente ST y uno de los aislados
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productor de KPC-2. Teniendo en cuenta nuestros datos, todas las cepas degradaron
mas el imipenem-cilastatina que el ertapenem, excepto uno de los aislados productor de

VIM-1 perteneciente al ST11.

Una de las ventajas de utilizar el imipenem-cilastatina fue que la cilastatina, al
no degradarse, se pudo utilizar como marcador interno para poder normalizar los
espectros. En el caso del ertapenem, no tuvimos ningiin marcador interno, con lo que
observando los espectros vimos que el pico de 212 Da estaba en todos ellos con una
intensidad constante. Por otro lado, los datos calculados correspondieron a la media de
los 3 picos; sin embargo, en la figura 46 se han representado también los otros por
separado, en la cual se pudo observar como el pico de 520 Da se correlacion6 bastante
bien con la media de los 3 picos. Esto sugiere que podria utilizarse este pico en lugar de

la media de los 3 para calcular la degradacion del ertapenem.

Tanto el CNP como el MALDI-TOF son una buena alternativa para la deteccion
rapida de EPC en el laboratorio de microbiologia. La principal ventaja del MALDI-TOF
con respecto al CNP es la mayor sensibilidad en la deteccion de enzimas OXA-48. Sin
embargo, se requiere mds tiempo de incubacién (4 horas versus 2 horas), mayor
procesamiento y mayor interpretacién de los resultados que el CNP **®. Recientemente,
ambos métodos fueron utilizados para la deteccion de cepas productoras de
carbapenemasas en sangre “*~'°. Utilizando el CNP se obtuvo un 100% de sensibilidad
en la detecciéon de KPC, IMP, VIM y NDM y un 91,3% en enzimas tipo OXA-48,
mientras que con el MALDI-TOF se obtuvo un 72,4% de sensibilidad. Debido a que el
éxito del tratamiento de la bacteriemia depende de la rdpida administracion de
antimicrobianos adecuados, la rdpida detecciéon de EPC en los hemocultivos positivos

puede suponer una mejoria en los resultados de los pacientes infectados.

161







CONCLUSIONES







CONCLUSIONES

En el periodo de estudio se detectaron un total de 123 EPC de las cuales el
64,2% pertenecid a la especie K. pneumoniae, 1o cual supone una prevalencia

del 1,7% con respecto al total de K. pneumoniae aisladas en este periodo.

La infeccion urinaria seguida de la infeccion respiratoria, son las principales
patologias en las que se encuentran implicadas las EPC. Los pacientes de mayor
edad, los inmunosuprimidos y los pacientes de la UCI fueron los mas

susceptibles a padecer infecciones por estos microorganismos.

Las carbapenemasas que se han identificado fueron las enzimas VIM-1, IMP-22,

KPC-2 y OXA-48; siendo VIM-1 la carbapenemasa predominante.

Hubo una diversidad clonal entre las distintas especies; dentro de la especie
K. pneumoniae se identificaron 10 STs diferentes, aunque 2 fueron los
mayoritarios: el ST11, relacionado con la carbapenemasa VIM-1 y el ST101,

relacionado con la carbapenemasa KPC-2.

El carbapenémico que presentd mayor actividad fue meropenem. Todos los
aislados fueron resistentes a imipenem. Los tres carbapenémicos tuvieron un
elevado porcentaje de aislados con CMIs entre 2-8 mg/l en el caso de imipenem
y meropenem y de 0,5-8 mg/l en el caso de ertapenem. En estos casos, en la
préctica clinica se podrian utilizar carbapenémicos aunque s6lo en determinadas

circunstancias y preferiblemente asociados a otros antimicrobianos.
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6. Los puntos de corte para los carbapenémicos propuestos por el CLSI fueron més
sensibles en la deteccion de EPC que los del EUCAST. El meropenem fue el

carbapenémico que presenté mayores discrepancias.

7. Estos microorganismos fueron, con mucha frecuencia, resistentes a los
antimicrobianos no B-lactamicos estudiados. Amikacina y fosfomicina fueron
los mds activos. Hay que destacar la elevada resistencia a tigeciclina entre los

aislados de K. pneumoniae y a colistina entre los Enterobacter spp.

8. En el conjunto de las cepas, el porcentaje de resistencia a los aminoglucdsidos
fue mayor en las productoras de la enzima KPC-2 que en las de VIM-1. Entre
los aislados de K. pneumoniae, la resistencia a fosfomicina y colistina fue mayor

para los productores de VIM-1.

9. La plazomicina, un nuevo aminoglucdsido en Fase 3, mostré una excelente
actividad in vitro. El 99% de los aislados presentaron una CMI de plazomicina
< 2 mg/l, siendo la CMIs5py la CMly, de 0,25 y 1 mg/l, respectivamente. Los
aislados de S. marcescens tuvieron los valores mas altos, con una CMlIy, de
4 mg/l. Al comparar los valores de las CMIs con los presentados por los otros

tres aminoglucésidos estudiados, plazomicina resulté mucho mas activa.
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10. Cuando se evalud la actividad de plazomicina en combinacién con otros

1.

antimicrobianos, observamos que las combinaciones mas sinérgicas fueron con
fosfomicina y con colistina. La combinacion de plazomicina con tigeciclina fue

la menos eficaz.

El test bioquimico Carba NP y la espectrometria de masas MALDI-TOF, usando
imipenem-cilastatina o ertapenem, fueron una buena opcién en la deteccion de la
actividad carbapenemasa. La sensibilidad del MALDI-TOF fue del 100% con
ambos carbapenémicos. En el caso del ertapenem, el pico de 212 Da fue
utilizado como marcador interno. Los datos de este estudio sugieren que el pico

de 520 Da se podria utilizar para calcular la degradacion del ertapenem.
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Here we describe the carbapenemase genes, genetic relatedness and antimicrobial susceptibility data of
123 carbapenemase-producing Enterobacteriaceae (CPE) clinical isolates recovered from 2010 to 2012,
comprising Klebsiella pneumoniae (n=79), Klebsiella oxytoca (n=13), Serratia marcescens (n=14), Entero-
bacter cloacae (n=12), Enterobacter asburiae (n=4) and Enterobacter aerogenes (n=1). VIM-1 was the most
common carbapenemase (n=101) followed by KPC-2 (n=19), OXA-48 (n=2) and IMP-22 (n=1). Among
the K. pneumoniae isolates, nine sequence types (STs) were identified but two clones were dominant: ST11
(54/79) containing mainly VIM-1-producing isolates; and ST101 (13/79) constituted by KPC-2-producing
strains. Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) showed a higher genetic diversity among the remaining
Enterobacteriaceae. Amikacin and fosfomycin were the most active agents with 82.9% and 80.5% suscep-
tibility, respectively. Non-susceptibility to tigecycline was detected in 36.5% of strains. Overall, colistin
resistance was 24.7% and was as high as 47% in Enterobacter spp. An increase in colistin resistance from
13.5% to 31.7% was observed among K. pneumoniae isolates during the study period. Resistance was
focused on ST11 since 83.3% of colistin-resistant strains belonged to this clone. The high level of colistin
resistance observed in this study is worrying with respect to the already limited therapeutic options for

infections caused by multidrug-resistant Gram-negative bacteria.
© 2014 Elsevier B.V. and the International Society of Chemotherapy. All rights reserved.

1. Introduction

Over the past 10 years the rate of carbapenem resistance among
Enterobacteriaceae, and mostly among Klebsiella pneumoniae, has
increased considerably worldwide. In the USA, among healthcare-
associated infections, the US Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) reported a significant increase in carbapenem-
resistant K. pneumoniae from <1% in 2000 to 8% in 2007. In Europe,
data from the European Antimicrobial Resistance Surveillance Net-
work (EARS-Net) database showed that during the year 2011
the rates of carbapenem-resistant K. pneumoniae reached 68.2%
in Greece, although with substantial differences from country to
country.

The most common mechanism for carbapenem resistance in
Enterobacteriaceae is the production of different types of carbapen-
emases belonging to three of the four [3-lactamase classes (classes
A, B and D) [1]. Carbapenemase-producing Enterobacteriaceae

* Corresponding author. Tel.: +34 913 303 486; fax: +34 913 303 478.
E-mail address: iciaravial@hotmail.com (L. Rodriguez-Avial).

http://dx.doi.org/10.1016/j.ijantimicag.2014.01.021

(CPE) are still uncommon in Spain, although isolates producing
metallo-3-lactamases (MBLs) and, less frequently, KPC or OXA-48
enzymes have been reported [2-4].

Many CPE are highly multiresistant but may remain susceptible
to one or more aminoglycosides as well as to tigecycline and/or col-
istin. However, resistance to these compounds has begun to emerge
[5,6].

In 2008, a VIM-1-producing K. pneumoniae isolate was identified
for the first time in Hospital Clinico San Carlos (Madrid, Spain) [7].
Since then sporadic cases have been detected and in 2010, owing to
the noted increase in the number of CPE isolates, the current study
was initiated. Here we report the carbapenemase genes, clonal
relatedness and antimicrobial susceptibility data of CPE isolated
over 2 years in a tertiary hospital in Madrid, Spain.

2. Materials and methods
2.1. Bacterial strains and susceptibility testing

From September 2010 to September 2012, enterobacterial
strains with animipenem minimum inhibitory concentration (MIC)

0924-8579/© 2014 Elsevier B.V. and the International Society of Chemotherapy. All rights reserved.
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