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RESUMEN

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

familias de antimicrobianos.

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

Publica es obligatoria en diferentes Comunidades Auténomas.

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

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

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

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

48-CC10.

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

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

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

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

blarox-g).

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

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

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

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

usually associated with co-resistance to other antimicrobials.

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

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

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

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

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

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

E. coli-OXA-48-CC10 clones.

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

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

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

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

CPE.
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INTRODUCCION

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

Marie Curie
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INTRODUCCION

1. La resistencia a los antimicrobianos

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

efecto inhibitorio o letal de los mismos.

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

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

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

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

disponibles [6].
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los pacientes, lo que puede dar el medio ambiente (agua, suelo,
lugar a bacterias resistentes a los aire) o por el contacto directo
farmacos que se desarrollan en humano-animal
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o —_———
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El paciente asiste a un hospital Las bacterias resistentes a los Las bacterias resistentes a los

o clinica medicamentos se propagan a otros medicamentos se propagan

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

de centros hospitalarios sucios

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

res.pdf).

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

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

emergencia y circulacidn de estos microorganismos resistentes [10].

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

menos 1.500 millones de euros [11-13].

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

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

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

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

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

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

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

2. El orden Enterobacterales

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

proteica con funcién protectora [21].

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

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

patégenos oportunistas [25-28].

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

infecciones nosocomiales [25-27].

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

Las enfermedades subyacentes y las alteraciones del sistema inmunolégico de los

25



pacientes, asi como la antibioterapia previa (especialmente con fluoroquinolonas y
penicilinas antipseudomoénicas) y las largas estancias hospitalarias, son considerados
importantes factores de riesgo para la colonizacién y posterior infeccion por cepas

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

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

ambito hospitalario, aunque en menor proporcién [25].

3. Los antibioticos B-lactamicos

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

bacterianas causadas por bacterias gramnegativas, grampositivas y espiroquetas.

3.1. Clasificacion

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

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

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

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

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

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

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

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

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

incluyendo infecciones graves de origen comunitario.

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

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

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

(carbapenemasas de clase B) [39].

3.2. Mecanismos de accion

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

autolisis bacteriana.

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

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

produccién de enzimas (-lactamasas que hidrolizan el anillo B-lactdmico.

a) b)
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Figura 3. a) Formacién del peptidoglicano de la pared celular en bacterias
gramnegativas; y b) mecanismo de accion de los antibidticos B-lactdmicos.

3.3. Mecanismos de resistencia

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

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

[44-46].

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

tal caso, suelen ser inactivadas por los inhibidores de B-lactamasas. Las B-lactamasas de
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