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1.1 Familia Enterobacteriaceae

Aquesta familia esta formada per nombroses especies de bacils gramnegatius,
heterogenis en el seu habitat i la seva capacitat patogénica pero, que estan inclosos en
ella per la seva similitud en els seus caracters estructurals i fisiologics. Pel que fa a les
caracteristiques genotipiques, s’ha de dir que aquesta familia té un contingut en el DNA
de G+C d’entre el 39% i el 59%. El seu nom es deu a Rahn', que la va descriure al
1937.

Els enterobacteris es defineixen com bacils gramnegatius que tenen un tamany
del voltant de 0,3 a 3 um, aerobis i1 anaerobis facultatius, fermenten la glucosa i son
oxidasa negativa; les especies mobils tenen flagels de localitzacié peritrica. Els seus
components estructurals; citoplasma, membrana cel-lular, genoma, ribosomes, paret
amb la seva membrana externa i apendix, com flagels 1 pilis, tenen les caracteristiques
tipiques dels bacteris gramnegatius’.

Els enterobacteris tenen una notable activitat metabolica, donat que fan servir
nombrosos substrats com a font energetica per via fermentativa i oxidativa i obtenen els
atoms organics (C, N, O, H) de compostos molt diversos i senzills. Per aixd aquests
bacteris creixen en medis usuals en el laboratori.

L’estructura antigénica ¢és important en la classificacid immunologica o
serologica®. L’antigen O es troba en el lipopolisacarid situat a la membrana externa de
la paret dels enterobacteris. En efecte, a la capa externa d’aquesta membrana propia del
bacteris gramnegatius, en comptes dels fosfolipids propis de les membranes
biologiques, es troben lipopolisacarids (LPS) (Figura 1). Aquests LPS tenen
estructuralment tres zones, la més interna és el lipid A, a la zona mitja es troba un
nombre limitat de sucres (5 a 7) i a I’externa una llarga cadena de sucres (un

polisacarid), que constitueix I’antigen O. La fraccid lipidica (lipid A) és I’endotoxina
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amb activitat toxica intensa que pot resultar letal (xoc séptic) en determinades
infeccions. Els membres d’aquesta familia tenen un antigen comu, denominat antigen de
Kunin, situat a la paret, la seva localitzacid precisa no es coneix. Els flagels de les
soques mobils estan formats per subunitats proteéiques (flagel-lina), altament
antigéniques, que constitueixen 1’antigen H. Algunes espécies produeixen quantitats
variables de polisacarid capsular immunogen que constitueix, quan esta present,
I’antigen K. Les fimbries, també d’estructura protéica, en algunes soques sén molt
abundants i envolten, com una densa cabellera, a la cel-lula; durant algun temps

aquestes fimbries es van considerar com antigens K atipics per ser proteics.

pmtema LPS

— polisacarid O
Q —lipid A
Membrana externa

cle
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Figura 1: Paret cel-lular dels bacteris gramnegatius.
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1.1.1 Implicacions cliniques dels enterobacteris

En D’actualitat la familia Enterobacteriaceae es composa de 30 géneres, que
inclouen un total de més de 110 espécies, aixi com varis grups no nomenats. Els
enterobacteris d’interés en medicina, inclouen totes aquelles espécies comensals que
poden viure de mode estable o molt prolongat en el tub digestiu de ’home, en el que
porten a terme funcions fisiologiques; no obstant, quan apareixen factors afavoridors
poden causar infeccions oportunistes’. També séon de gran interés, obviament, les
espécies patogenes primaries per a 1’home™™.

Entre les espécies comensals, que son potencialment oportunistes, es troben
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, K. oxytoca, Enterobacter aerogenes, E.
cloacae, Serratia marcescens, Citrobacter freundii, Proteus mirabilis i Morganella
morganii, juntament amb d’altres menys freqiients”.

Entre els enterobacteris patogens es troben algunes soques d’Escherichia coli,
Salmonella enterica, les quatre espécies del geénere Shigella, aixi com Yersinia
enterocolitica, Y. pseudotuberculosis i Y. pestis.

Encara que els enterobacteris tenen la sensibilitat caracteristica dels bacteris
gramnegatius, essent per tant sensibles a betalactamics, aminoglicosids, tetraciclines,
cloramfenicol, colistina, sulfamides, trimetroprim i quinolones, existeixen resisténcies
naturals d’un génere o una especie a alguns antibiotics i altres adquirides per mutacié o
per recombinacié genética, seguides de seleccio™’. El fet que els enterobacteris es trobin
normalment en el tub digestiu huma fa que pateixin la pressié selectiva de qualsevol
tractament antibiotic, persistint les soques resistents que hagin pogut adquirir alguna
resisténcia. Aquesta seleccié de soques resistents també €s molt important en els
animals, on s’administra antimicrobians barrejats amb els aliments pel seu engreix.

Aquestes soques resistents poden passar després a ’home. El tipus i freqiiéncia de les
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resisténcies adquirides en els enterobacteris varia d’un pais a 1’altre, d’una ciutat a
I’altra, d’un hospital a altre, 1 inclus d’una sala d’hospitalitzacié a una altra, com a
conseqiiéncia de la diferent recombinacio 1 seleccid.

Els enterobacteris oportunistes com E. coli, Proteus, Morganella i Citrobacter,
entre d’altres, es troben normalment com comensals en el tub digestiu de I’home,
formant part de la flora intestinal normal que inclou a més els enterococs i, sobre tot,
una abundant i variada flora anaerobia estricta que es quantitativa i qualitativament
dominant. Les infeccions causades per aquests i altres enterobacteris es produeixen per
’aparicié de factors patologics predisposants’. La localitzacid i caracteristiques
d’aquestes infeccions depén dels factors predisposants. Els factors predisposants locals,
encara que variats, en general actuen facilitant la penetracié microbiana pel trencament
fisic o fisiologic de les barreres i conductes cutanecomucosos. Els factors predisposants
generals els constitueixen la disminucié de les defenses globals inespecifiques,
principalment la fagocitosi i la resposta immune de I’hoste.

Una caracteristica d’aquestes infeccions és que no poden definir-se pel
microorganisme, sind fonamentalment pel factor que les facilita. El fet que sigui una o
altra espécie bacteriana qui produeix una determinada infeccid (urinaria, de ferida
quirargica o d’altres) depén més de la seva abundancia i proximitat a la porta d’entrada,
que de factors patogeénics propis del microorganisme dels que, per definici6, manca. Per
aix0 aquestes infeccions sén molt polimorfiques”.

Les soques enteropatogenes d’E. coli poden dividir-se en sis patogrups segons el
mecanisme patogénic pel que produeixen la malaltia®'°. E. coli enteroinvasora, E. coli
enterotoxigeénica, E. coli enterohemorragica, E. coli enteropatogena, E. coli
enteroagregativa i E. coli amb adheréncia difusa. S’han relacionat alguns serogrups d’E.

coli amb cada un dels grups de patogenicitat assenyalats, encara que aquesta correlacio
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no ¢és absoluta i en molts casos només algun serotip de cada serogrup té potencial
patogen.

El génere Salmonella esta format per dues espécies, S. enterica, que es
subdivideix en sis subspécies (I, II, IIIa, IIIb, IV i VI) i S. bongori. A les dues espécies
s’inclouen multiples serovarietats. La serotipificacio del geénere Salmonella és realitza
mitjancant la identificacio dels antigens: somatic O, flagel-lar H i capsular K. Els
diferents serotips de Salmonella es poden diferenciar en tres grups segons si estan
adaptats o no a mostres especifiques. Els serotips adaptats a ’home, Typhi, Paratyphi A,
B i C tenen un reservori exclusivament huma i produeixen les febres tifoides i

sos 1 10-12
paratifoides'”

. Un gran nombre de serotips es troben al tub digestiu de nombrosos
animals de sang calenta, que constitueix el seu reservori natural i per als que poden ser
innocues o causar patologia. Aquests serotips pertanyen a la subspécies I i1 son els
responsables d’aproximadament el 99% de les infeccions per Salmonella en humans, els
més freqiients son els serotips Enteritidis i Typhimurium. Existeix un tercer grup de
serotips de les subspécies 11, Illa, IIIb, IV 1 VI que s’aillen normalment d’animals de
sang freda o de I’ambient i rarament es troben en humans i la seva capacitat patogénica
préviament nul-la.

El génere Shigella, agent causal de la shigel-losi, esta constituit per quatre
subgrups que historicament han estat considerats espécies™ . El subgrup A correspon a
I’espécie S. dysenteriae, que es troba en paisos menys desenvolupats i produeix les
formes més severes de shigel-losi. Els altres subgrups, auctoctons del nostre pais, son el
subgrup B que correspon a S. flexneri, subgrup C a S. boydii i el subgrup D a S. sonnei.
El reservori €s estrictament huma i la via de transmissio és la feco-oral.

De les 10 espécies del geénere Yersinia només tres, Y. enterocolitica, Y.

seudotuberculosis i Y. pestis, son patogens per a I’ésser huma'""'®. Aquestes espécies
patog p q P



INTRODUCCIO

10

tenen el seu reservori en diferents animals; les dues primeres causen fonamentalment
enteritis i adenitis mesentérica, i Y. pestis causa, des del seu reservori en els rosegadors,
la peste; les altres espécies son d'origen ambiental 1 no son patogenes. Les espécies de Y.
enterocolitica es poden subdividir en biotips que es correlacionen amb la patogenicitat.
Les soques enteropatogenes de Y. enterocolitica pertanyen a un ntimero limitat de
serogrups que s'associen a diferents biotips. Es interessant destacar que dels més de 60
serogrups en que es divideix Y. enterocolitica, segons l'antigen somatic O, només alguns
com el O3, 08, 09, 05,27, entre d'altres, causen malaltia a 'home, generalment una

enteritis produida per mecanisme invasor.

1.2 Els betalactamics

Els betalactamics sén un ampli grup d’antibacterians bactericides que tenen en
comu en la seva estructura quimica, I’anomenat anell betalactamic'*'%; el qual els hi
confereix les seves caracteristiques més importants: el mecanisme d’accio i I’escassa
toxicitat. Aquest grup d’antimicrobians inclou les penicil-lines, les cefalosporines, els

monobactams, els carbapenems 1 els inhibidors de betalactamases. Son els

antimicrobians més prescrits tant en atenci6 primaria com en I’ambit hospitalari.

1.2.1 Classificacio i espectre d’accio.

Penicil-lines

Sén agents betalactamics derivats de 1'acid 6-aminopenicil-lanic. Estructuralment
estan formades per la fusié de dos anells: 1’anell betalactamic, principal responsable de
I’accid antibacteriana i altament labil, substrat de les diverses betalactamases produides

pels bacteris (principal mecanisme de resisténcia de la major part de bacteris enfront els
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betalactamics), 1 ’anell tiazolinic (Figura 2). Es poden distingir varis grups segons la

seva activitat antibacteriana i el seu espectre d'accio’.

£ H

Figura 2: Estructura quimica de les penicil-lines.

Penicil-lines naturals. Inclouen la bencilpenicil-lina o penicil-lina G que s'utilitza

de forma parenteral (penicil-lina G sodica, penicil-lina procaina o penicil-lina benzatina)
o oral (penicillina V). La penicillina G ¢és molt activa enfront estreptococs
betahemolitics (Streptococcus pyogenes y S. agalactiae), pneumococ, encara que a
l'actualitat existeix un alt percentatge de soques resistents, meningococ, gonococ
(excepte les soques productores de betalactamasa), bacil diftéric, Pasteurella multocida,
Actynomices israeli, Bacillus anthracis, Treponema pallidum i bacteris anaerobis

excepte els productors de betalactamases.

Aminopenicil-lines o aminobenzilpenicil-lines: Inclouen [’ampicil-lina o

I’amoxicil-lina. Son actives davant la major part dels bacteris sensibles a penicil-lina i
presenta a més una marcada activitat front enterococ, hemofils, listéries i alguns
enterobacteris incloent E. coli, P. mirabilis, salmonel-les i shigel-les. L'amoxicil-lina és
un dels derivats sintétics de la ampicil-lina, amb el mateix espectre perd amb millors

caracteristiques farmacocingétiques.

11
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Carboxipenicil-lines: La carbenicil-lina i la ticarcil-lina. El seu espectre d'accio

¢és similar al de les aminopenicil-lines perd ampliat a Pseudomonas aeruginosa i alguns

enterobacteris resistents a aminopenicil-lines.

Acilureidopenicil-lines: Essent la representant la piperacil-lina. El seu espectre

d'accid és molt similar al de les carboxipenicil-lines, encara que presenten més activitat

enfront bacteris anaerobis, incloent-hi el grup Bacteroides fragilis.

Penicil-lines semisintétiques resistents a penicil-linases. So6n penicil-lines que

resisteixen l'accio de les betalactamases estafilocociques. Constitueixen encara un
element important en el tractament de les infeccions produides per estafilococs. Entre
elles destaquen la meticil'lina i les penicil-lines isoxazoliques: 1’oxacil-lina i la

cloxacil-lina. S6n menys actives enfront els altres cocs grampositius.

Penicil lines i inhibidors de les betalactamases. L'acid clavulanic'” (Figura 3), el

sulbactam i el tazobactam s6n agents betalactamics sense accid antibacteriana franca
perd capagos d’inhibir l'accidé enzimatica d’algunes de les betalactamases. Aquests
inhibidors s'utilitzen associats a una penicil-lina, d’aquesta manera el betalactamic
queda protegit de 1’accio hidrolitica. Els més utilitzats en clinica son les combinacions
amoxicil-lina-acid clavulanic, ampicil-lina-sulbactam, ticarcil-lina-acid clavulanic i

piperacil-lina-tazobactam.
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Figura 3: Estructura quimica de 1'acid clavulanic.

Cefalosporines

Contenen el nucli d’acid 7-amino cefalosporanic®'*'®, format per la fusio de dos
anells, un betalactamic i1 1’anell de dihidrotiazina que és intrinsecament més resistent a
algunes betalactamases (Figura 4). Diferents substitucions en posici6é 3 1 7 modifiquen
les propietats antibacterianes i farmacocinétiques. L’addici6 d’un grup metoxi a la
posicidé 7 de I’anell betalactamic dona lloc a un nou grup de compostos anomenats
cefamicines. Tradicionalment les cefalosporines s’han agrupat en generacions segons

I’espectre d’activitat enfront els bacteris gramnegatius.

H

|
2 Mo —C—R
Vi A,
= COH

Figura 4: Estructura quimica de les cefalosporines.

5

e

Cefalosporines de 1* generacid: Tots els components d’aquesta generacio tenen

un espectre similar, pero presenten diferéncies en relacid als nivells d’activitat en front
algun microorganisme i a la via d’administracio. Son actives front cocs grampositius,
incloent-hi els estafilococs productors de betalactamasa, estreptococs, excepte enterococ
i bacils gramnegatius, com E. coli, Klebsiella i Proteus. Son cefalosporines de primera

generacio la cefalotina, cefazolina, cefalexina i cefadroxil entre d’altres.

13
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Cefalosporines de 2 generacidé: La segona generacidé de cefalosporines

constitueix un grup heterogeni. Els components d’aquesta generacid presenten espectres
d’activitat variable, en general presenten una major activitat davant els bacils
gramnegatius com Haemophilus influenzae o Moraxella catarrhalis, aixi com alguns
enterobacteris per €sser resistents a I’accid de la majoria de betalactamases. En general
I’activitat davant els bacteris grampositius és menor que la de les cefalosporines de
primera generacid. Pertanyen a aquesta generaci6 la cefuroxima, cefamandol i

cefonicid.

Cal destacar la gran activitat contra alguns bacteris anaerobis, de les

cefamicines. Pertanyen a aquest grup la cefoxitina, el cefotetan i el cefmetazol.

Cefalosporines de 3* generacid: Presenten un ampli espectre d’activitat'®, tenen

una gran activitat enfront la majoria dels bacils gramnegatius (incloent-hi Pseudomonas,
en alguns casos). Pertanyen a aquesta generacié un nimero important de molécules:

essent les més utilitzades en clinica cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima i cefixima.

Cefotaxima 1 ceftriaxona sén actives front estreptococs incloent pneumococ,
neisséries, hemofils i1 enterobacteris. Ceftazidima presenta menor activitat front
grampositius perd per contra incrementa 1’espectre dels gramnegatius com
Pseudomonas i d’altres bacils gramnegatius no fermentadors. Son molt estables a la

majoria de betalactamases dels bacteris gramnegatius.
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Cefalosporines de 4* generacid: Els unics representants son cefepima i

cefpiroma. Presenta una estructura similar a les cefalosporines de tercera generacio,
pero les modificacions realitzades en el nucli li confereixen major estabilitat davant les
betalactamases'”.

Cefepima no ¢és hidrolitzada per les betalactamases estafilocociques ni per la
majoria de les betalactamases cromosomiques dels gramnegatius, donada la baixa

afinitat, en relaci6 a les cefalosporines de tercera generacio.

Carbapenems

Els carbapenems estan formats per I’anell betalactamic unit a un anell insaturat

de 5 atoms (Figura 5). Els representants son imipenem, meropenem i ertapenem.

H.C 5—R

= § /

CoH

Figura 5: Estructura quimica dels carbapenems.

Presenten un ampli espectre d’activitat, sén actius enfront enterobacteris

. 20,21
productors i no productors de betalactamases™”

, P. aeruginosa i d’altres bacils
gramnegatius no fermentadors com Acinetobacter, hemofils productors i no productors

de betalactamasa. No presenten activitat enfront estafilococs resistents a la meticil-lina,

als enterococs resistents a I’ampicil-lina i Stenotrophomonas maltophilia.
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Monobactams

Son betalactamics monociclics 1 'inic amb s en clinica €s 1’aztreonam (Figura

6). No presenta activitat contra bacteris grampositius ni anaerobis™.

Figura 6: Estructura quimica dels monobactams.

1.2.2 Mecanisme d’accio

Els antibiotics betalactamics son agents bactericides que inhibeixen la sintesi de
la paret bacteriana, concretament actuen en la darrera etapa de la sintesi del
peptidoglica.

El peptidoglica esta format per llargues cadenes d’oligosacarids formats aquests,
al seu torn, per la repeticié de l'acid N-acetilmuramic i N-acetilglucosamina. L'acid
muramic fixa cadenes de tetrapeptids que s’uneixen entre si per formar una xarxa, bé
directament en gramnegatius o mitjancant un pentapéptid en grampositius14 (Figura 7).
Els betalactamics inhibeixen precisament aquesta unié o transpeptidacid. D’aquesta
manera la paret bacteriana queda debilitada i pot trencar-se per la pressid6 osmotica
intracel-lular. Per tal que actuin els betalactamics és necessari doncs, que el bacteri es

trobi en fase de multiplicacio, donat que és quan es sintetitza la paret cel-lular.
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Acid N-acetilmuramic

N-acetilglicosamina

Figura 7: Peptidoglica dels bacteris gramnegatius.

Els components del peptidoglica es sintetitzen en el citoplasma i son transportats
a través de la membrana a I’espai que hi ha entre aquesta i la paret cel-lular. En aquest
espai hi ha unes proteines amb activitat enzimatica, transpeptidases i carboxipeptidases,
que son les encarregades de formar els tetrapeptids. Aquests enzims fixen la penicil-lina
i altres betalactamics pel que s’anomenen proteines fixadores de penicil-lina, PBP
(Penicillin Binding Protein). L’anell betalactamic té una estructura similar als dos
ultims aminoacids del tetrapeptid, D-alanina-D-alanina, i aixd permet una unié covalent
amb el centre actiu de la transpeptidasa’. També pot inhibir les carboxipeptidases i
algunes endopeptidases. Els betalactamics també actuen activant una autolisina
bacteriana endogena que destrueix el peptidoglica (Figura 8). Els bacteris que no tenen
autolisines son inhibits pels betalactamics perd no lisats, pel que es diu que sén

tolerants.
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Figura 8: Mecanisme d’acci6 dels antibiotics betalactamics. 1. Formaci6 dels precursors
de peptidoglica mitjangant les PBP i entrada del betalactamic a través de les porines. 2.
Unid del betalactamic amb les PBP. La uni6 del betalactamic a les PBP impedeix
continuar la sintesi de peptidoglica. 3. Alliberament d’autolisines que degradaran la
paret. La paret cel-lular perd integritat i no pot resistir la pressiéo osmotica.

1.2.3 Farmacocinética i farmacodinamica

Els betalactamics assoleixen rapidament concentracions plasmatiques elevades
per via parenteral, essent l'absorcidé a traves del tracte gastrointestinal variable pels
diferents compostos. En general s’obtenen pics sérics 1 o 2 hores després de la seva
ingesta. La uni6 a proteines plasmatiques presenta valors compresos entre el 10% 1 el
98%. La semivida compren valors d’entre 0,5 1 2 hores. Presenten una bona distribucio6
en teixits 1 fluids corporals, la penetracié de la barrera hemato-encefalica s’afavoreix
quan existeix inflamaci® meningea, obtenint-se concentracions terapeutiques. La
penetracié intracel-lular és escassa degut a que son substancies poc liposolubles. La
major part de compostos no es metabolitzen. L’excrecio es produeix majoritariament
per via renal, encara que en alguns preparats predomina 1’excrecid biliar.

Els betalactamics son antibiotics d’activitat bactericida lenta, relativament

independent de la concentraci6 plasmatica aconseguida, sempre i quan aquesta sigui
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superior a la concentracié inhibitoria minima (CIM). L’activitat bactericida i
probablement l'eficacia clinica es relaciona millor amb el temps durant el qual
’esmentada concentracid sobrepassa la CIM®. Per a la majoria d’infeccions es
considera adequat que el temps que supera la CIM sigui com a minim del 40% de
I’interval entre dosis. En pacients neutropenics o amb meningitis, pero, ¢és probable que
sigui millor estar tot el temps per sobre els nivells de la CIM. L’efecte postantibiotic
consisteix en 1’accié residual de l'antibiotic contra el bacteri després que les
concentracions terapeutiques a la sang i als teixits baixin per sota de la CIM. En el cas
dels betalactamics, 1’efecte postantibiotic és de curta durada, amb excepcid dels
carbapenems®*. Aquests parametres indiquen que allargar els intervals entre dosis pot

portar a fracassos terapéutics.

1.3 Resistencia antimicrobiana

1.3.1 Resisténcia natural i adquirida

La resisténcia als antimicrobians pot ser natural o adquirida. La resisténcia
natural a un antimicrobia €s aquella que de manera intrinseca tenen algunes especies
bacterianes. Aquests mecanismes de resisténcia intrinseca depenen de funcions o
estructures codificades generalment al cromosoma bacteria.

La resisténcia adquirida, en canvi, €s aquella que el bacteri obté de manera
vertical, ¢és a dir, es produeix una mutacid6 en el cromosoma (responsable de la
resisténcia) que posteriorment sera transferida a la descendéncia; bé mitjancant una

transferéncia horitzontal, és a dir, per adquisicié de DNA forani.
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1.3.2 Mecanismes de resisténcia als betalactamics

Com en d’altres families d’antimicrobians son varis els mecanismes de
resisténcia que han desenvolupat els bacteris per esdevenir resistents als betalactamics
(Figura 9). Aquests mecanismes poden presentar-se sols, perd cada vegada pren més
forga la hipotesi que son diversos els mecanismes implicats en una mateixa resisténcia.

Un primer mecanisme de resisténcia son les alteracions géniques de les
molécules diana, proteines fixadores de la penicil-lina o PBP, per mutacions
puntuals. El bacteri esdevé resistent perque, per una banda disminueix 1’afinitat de la
PBP per l'antibiotic i, per 1’altre pot mantenir, en part, la seva funcié fisiologica®.
Aquest mecanisme es dona tant en grampositius com Staphylococcus aureus®,
Streptococcus pneumoniae’’ o Enterococcus®™, com en gramnegatius com H.

influenzae®, neisséries®® o P. mirabilis®".

1 2 3 A
Antibiotic - = 5

PGI']IIlEl }-"F—" H
l l\ Membrana Externa

m
_._.ﬂ—l""""" - Peptidoglica

L |
PBP - ~ T

Membrana Interna

Figura 9: Mecanismes de resisténcia als betalactamics en bacteris gramnegatius. 1. Per
tal que els betalactamics arribin a les PBP, cal que travessin la membrana externa,
mitjancant un transport especific, les porines, i el peptidoglica. 2. Degut a una alteracio
en la porina, el betalactamic no pot travessar la membrana externa, resisténcia per
alteracions de la permeabilitat. 3. La proteina diana, PBP, esta modificada i no es pot
unir a l'antibiotic, resisténcia per alteracié de la molécula diana. 4. L'antibiotic és
expulsat cap a fora del bacteri per complexos protéics, resisténcia per mecanismes
d’expulsié activa. 5. El bacteri produeix uns enzims que hidrolitzen I'antibiotic,
resisténcia per inactivacié enzimatica.
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La membrana externa de la paret cel-lular dels bacteris gramnegatius suposa una
barrera per a molts antimicrobians. Alteracions en aguesta membrana externa

1’2, Hi ha bacteris

confereixen resisténcia als betalactamics, en general de baix nivel
gramnegatius no fermentadors de la glucosa que presenten una resisténcia intrinseca a la
major part de betalactamics degut a la composicio de la seva membrana cel-lular. Donat
que els betalactamics son poc liposolubles necessiten d’un canal, d’origen proteic, per a
travessar la membrana externa. Aquests canals, anomenats genéricament OMP (Outer
Membrane Protein), s’agrupen en diferents families, perd de manera genérica se les

classifica en funci6 de I’especificitat que tenen pel substrat®>~*

. Aixi, tenim les proteines
minimament selectives, les selectives que tenen un lloc de reconeixement en el canal, i
les altament especifiques. Les proteines implicades en la resisténcia als antimicrobians,
acostumen a pertanyer a les minimament selectives. Una excepcio €s la resisténcia a
imipenem en P. aeruginosa que té lloc per alteracio de la porina OprD*°, que pertany a
les proteines altament especifiques.

Els sistemes d’expulsid activa estan formats per proteines de transport
implicades en I’expulsid6 de substancies toxiques. Es troben tant en bacteris
grampositius com gramnegatius. Els gens que codifiquen per a aquestes proteines poden
formar part d’un operd, amb un sistema de regulacid geénica on un increment de
l'expressié comporta un increment en la resisténcia. També s’han descrit en plasmidis,
I’expansié dels quals comporta I’expansié de la resisténcia®®>®.

El principal mecanisme de resisténcia als betalactamics és, pero, la inactivacio
enzimatica per la produccié dels enzims anomenats betalactamases, que poden ser

naturals o adquirides. La majoria d’enterobacteris, a excepcié de Salmonella i

probablement P. mirabilis, codifiquen en el seu cromosoma una betalactamasa.
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1.4 Betalactamases

Les betalactamases son enzims que es postula deriven de les PBP, amb les que
tenen similituds seqiiencials 1 estructurals. La seva funcid original podria haver estat
participar en la sintesi de la paret bacteriana® o fer de protector en aquells
microorganismes que produeixen betalactamics™.

Els gens que codifiquen les betalactamases poden trobar-se en el cromosoma o
en plasmidis. S’han descrit enzims de localitzaci6 plasmidica que en segons quina
espécie tenen una localitzaci®6 cromosomica, com ¢és el cas de la betalactamasa
plasmidica SHV-1, que es troba al cromosoma de la majoria de K. pneumoniae, o a
l'inrevés, enzims de localitzacié cromosomica que s’han incorporat a diferents elements
mobils, com ¢és el cas de les cefamicinases plasmidiques que deriven de les
betalactamases cromosomiques d’alguns enterobacteris, o algunes betalactamases

d’espectre ampliat (veure posteriorment).

1.4.1 Classificacio

Des de la seva aparicio hi ha hagut multiples classificacions de betalactamases.
En Dactualitat les més usades son dues, la classificacid d’Ambler*' basada en la
seqiienciaci6 a nivell protéic, i la classificacié de Bush, Jacoby i Medeiros*, basada en
els caracters funcionals d’aquests enzims. Ambdues classificacions estan
correlacionades 1 donen lloc a 4 grups (Taula 1).

En el grup 1 de Bush, s'inclouen les betalactamases de classe C d’Ambler
caracteritzades per hidrolitzar la majoria de betalactamics excepte I’imipenem,
remarcant el fet diferencial que son capaces d’hidrolitzar les cefamicines i no
s’inhibeixen per l'acid clavulanic. S'inclouen les betalactamases cromosomiques propies

d'espécie (AmpC) i les cefamicinases plasmidiques.
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El grup 2 esta format per 6 subgrups (2a, 2b, 2c, 2d, 2e 1 2f), tots ells de la
classe A d’Ambler excepte el 2d que pertany a la classe D. En el subgrup 2a s’engloben
les penicinil-lases de bacteris grampositius. El 2b compren la majoria de betalactamases
d’ampli espectre, que hidrolitzen les penicil-lines i, si la seva expressio €s elevada poden
conferir resisténcia a cefalosporines de primera generacid. Son inhibides per I'acid
clavulanic. Les més freqiients son les de tipus TEM i SHV. D'aquestes deriven, per
mutacions puntuals que comporten un canvi aminoacidic, per una part el subgrup 2be,
les betalactamases d’espectre ampliat (BLEA) (veure apartat 1.6) i per 1’altra el 2br, les
betalactamases resistents als inhibidors, les quals deriven majoritariament de les tipus
TEM, i per aixo inicialment reberen el nom de IRT (Inhibitor Resistant TEM-Type). Les
BLEA hidrolitzen tant penicil-lines, cefalosporines de primera, segona (perd no les
cefamicines), tercera i quarta generacidé a més dels monobactams, i s6n sensibles a la
inhibici6 per 1’acid clavulanic. Les IRT es caracteritzen per presentar el mateix perfil
d'hidrolisi que les betalactamases d’ampli espectre, perd essent resistents als inhibidors
de betalactamases com l'acid clavulanic, el tazobactam o el sulbactam. En el subgrup 2c
i 2d tenim les anomenades carbenicinil-lases i oxacil-linases, respectivament. El seu
perfil d’acci6 és similar al de les betalactamases d’ampli espectre perd sén més
resistents a ’accié de l'acid clavulanic. Una mutacid en el gen estructural els hi
confereix patré de BLEA. Algunes oxacil-linases, a més, poden arribar a hidrolitzar els
carbapenems. En el subgrup 2e¢ hi ha les cefalosporinases cromosomiques d’algunes
especies com Proteus vulgaris, P. penneri, Citrobacter koseri i C. sedlakii, que
pertanyen a la classe A d’Ambler a diferéncia de les cefalosporinases del grup 1 que
pertanyen a la classe C, son inhibides per 1'acid clavulanic i una hiperproduccio els hi
confereix el fenotip de BLEA. En el subgrup 2f es troben les noves carbapenemases

plasmidiques de la classe A d’Ambler, descrites puntualment en alguns enterobacteris.
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Serina

Serina

Serina

Penicil-lines

Penicil-lines i
cefalosporines

Penicil-lines,
cefalosporines i
monobactams

Penicil-lines

Penicil-lines i
carbenicil-lines

Penicil-lines i
cefalosporines

Penicil-lines,
cefalosporines i
carbapenems

Penicil-lines,
cefalosporines i
carbapenems no
monobactams

Penicil-lines,
cefalosporines i
monobactams

Penicil-lines
isoxazoliques
+/- carbapenems
Penicil-lines

Penicil-linases de bacteris grampositius que poden
ser cromosomiques o plasmidiques
Penicil-linases-cefalosporinases.

Plasmidiques: TEM-1/2, SHV-1, OHIO-1 i ROB-1
Cromosomica: SHV-1 de Klebsiella pneumoniae
Penicil-linases-cefalosporinases d’espectre ampliat
Plasmidiques: TEM-2/3, TEM-42/43, TEM-46 a
50, TEM-52 a 58, TEM 60 a 64, TEM 66 a 72,
TEM-75, TEM 109 a 102, TEM 104 a 139; SHV-2
a 63 (excepte SHV-10); CTX-M-1 a 40; TOHO-
1/2;UOE-1/2;SFO-1, FEC-1, VEB-1 a 3, PER-1/2,
GES-1a4,IBC-1/21 TLA-1.

Cromosomica: K1 de Klebsiella oxytoca, KLUA-1
a 12 de Kluyvera ascorbata, KLUC-1 de K.
cryocrescens i KLUG-1 de K. georgiana.
Penicil-linases resistents als inhibidors derivades de
TEM (IRT). Plasmidiques: TEM-30 a 41, TEM-
44/45, TEM-51, TEM-54, TEM-59, TEM-65,
TEM-67, TEM-73/74, TEM-76 a 78, TEM-81 a 84,
TEM-103 i SHV-10.
Penicil-linases-carbenicil-linases Plasmidiques:
PSE-1 (CARB-2), PSE-3, PSE-4 (CARB-1), PSE-5
(CARB-7), CARB-3 a CARB-9

Cefalosporinasa cromosomica induible: Sed-1 de
C. sedlakii, CKO de Citrobacter koseri, L2 de
Stenotrophomonas maltophilia.

Carbapenemases cromosomigues no _ naturals
d’espécie: NMC-A i IMI-1 d’Enterobacter cloacae,
SME-1 a SME-3 de Serratia marcescens.
Carbapenemases plasmidigues: GES-2 a 4, KPC-1
a4,

Carbapenemases _cromosomiques: BLAB-1a,
BLAB-3 en Chryseobacterium meningosepticum,
IND-1 a IND-3 C. indologenes, BC11 en Bacillus
cereus i CrrA en Bacteroides fragilis.
Carbapenemases plasmidiques: IMP-1 a 17, VIM-
1al2iMET-1.

Carbapenemases cromosomiques: CphA i Sth-1
d’Aeromonas hydrophila

Carbapenemasa cromosomica induible: L1 THIN-
B de S. maltophilia i Janthinobacterium lividum.
Carbapenemasa ___cromosomica: FEZ-1 de
Legionella gormanii.

AmpC d’enterobacteris i Pseudomonas, tant
cromosomiques com plasmidiques: FOX-1 a 6,
MIR-1 a 3, MOX-1/2, LAT-1 a 4, CMY-1 a 19,
BUT-1, BIL-1, ABA-1, ACT-1, ACC-1/2, DHA-
1/2,...

Penicil-linases-oxacil-linases plasmidiques: OXA-1
a 80 (OXA-10, OXA-23 a 27 i OXA-40 amb
activitat carbapenemasica).

Penicil'linasa cromosdmica o plasmidica de
Burkholderia cepacia.

Taula 1: Classificacio de les betalactamases basada en el grup funcional®' i en les
g 2 .
caracteristiques moleculars™. a, acid clavulanic; b, desconegut.
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El grup 3 es divideix en 3 subgrups que es diferencien tant en el perfil d'hidrolisi
com per l’estructura molecular. Tots pertanyen a la classe B d’Ambler, també
anomenats metal-loenzims donat que necessiten els ions de Zn>" com a cofactor per a
ser actius, s’inactiven per EDTA 1 no per l'acid clavulanic. Aquests metal-loenzims es
caracteritzen per hidrolitzar tots els betalactamics a excepcidé de [’aztreonam.
Inicialment es troben en el cromosoma de certes espécies com Aeromonas hydrophila o
Bacillus spp. Actualment se n’han descrit de plasmidiques que s’han trobat
principalment en bacils gramnegatius no fermentadors.

Per tultim el grup 4 que només inclou la penicil-linasa de Burkhodelia cepacia,

que no es pot incloure en cap classe d’Ambler.

1.4.2 Mecanisme d’accio

Les betalactamases de les classes A, C 1 D tenen com a centre actiu una serina.
Els enzims de la classe B en canvi, es caracteritzen per necessitar els ions de zinc. En
les classes A, C i D, les betalactamases s’uneixen a l'antibiotic formant un complex
reversible no covalent. El grup éster de I’anell betalactamic és aleshores acil-lat pel grup
hidroxil lliure del residu de serina del centre actiu de ’enzim'®. Finalment, hi ha un

procés d'hidrolisi pel qual es reactiva 1’enzim i s'allibera l'antibiotic inactiu (Figura 10).
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Figura 10: Mecanisme d’accié de les betalactamases de classe A, C 1 D. 1. Uni6 no
covalent entre antibiotic i enzim. 2. Es produeix un enllag acil-éster. 3. Hidrolisi de
I’enllag éster, alliberant-se 1’enzim actiu 1 I'antibiotic inactiu.

1.5 Betalactamases naturals d’especie en enterobacteris

Tots els enterobacteris d'interés clinic, amb 1’unica excepcié de Salmonella i
probablement P. mirabilis, son portadors d’una betalactamasa cromosomica natural i
propia de cada espécie”. E. coli i Shigella, son portadors d’una betalactamasa
cromosomica de la classe C d’Ambler, que en la seva forma natural s'expressa a un
nivell bassal baix, i per tant, no confereix una resisténcia significativa a nivell clinic*.
Una mutaci6 en el promotor™*® del gen d'aquestes betalactamases o en I’atenuador
present a I’inici del gen, pot fer que I’enzim s’hiperprodueixi, conferint resisténcia a
aminopenicil-lines, carboxipenicil-lines, cefalosporines de primera i segona generacio,
cefamicines i en funci6 del grau d’hiperproduccid, poden afectar a ureidopenicil-lines,
cefalosporines de tercera generacidé i monobactams, també confereixen resisténcia als

inhibidors de betalactamases com 1'acid clavulanic.
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En K. pneumoniae i K. oxytoca, C. koseri i C. amalonaticus, la resisténcia ve
donada per una betalactamasa de classe A, que confereix resisténcia de baix nivell a
aminopenicil-lines i carboxipenicil-lines i son sensibles als inhibidors de betalactamases.
En K. pneumoniae s’han descrit tres families de betalactamases cromosomiques, la SHV
(on hi ha la SHV-1 i la SHV-11), la LEN i la OKP¥, que confereixen resisténcia a les
penicil-lines i cefalosporines de primera generacio. En K. oxytoca trobem la Koxy; de la
qual s'han descrit 4 subtipus (K1 a K4)*®. La hiperproduccié de la Koxy dona lloc a un
patré de resisténcia a penicil-lines i cefalosporines de primera generacio, i, en funcid
del nivell de produccid, ens trobem que confereixen un fenotip de BLEA, sensible a
ceftazidima i amb una elevada resisténcia a aztreonam.

C. freundii, Enterobacter, Providencia, M. morganii, Serratia i Hafnia alvei,
presenten una betalactamasa cromosomica induible de classe C, que confereix
resisténcia a aminopenicil-lines, carboxipenicil-lines, cefalosporines de primera
generacio i als inhibidors de betalactamases, 1 una sensibilitat variable a cefoxitina.
Enterobacter i C. freundii son resistents a cefoxitina i presenten sensibilitat disminuida
a cefuroxima. M. morganii, Providencia i Serratia son resistents a cefuroxima i
moderadament resistents a cefoxitina. I, per mutacions en els gens que regulen aquestes
betalactamases es pot produir una desrepressio del sistema que provoca la produccié de
gran quantitat de 1’enzim, esdevenint aleshores resistents a cefalosporines de tercera
generacid 1 monobactams, mantenint certa activitat les de quarta generacio.

Proteus vulgaris, P. penneri, C. koseri i C. sedlakii tenen una betalactamasa
cromosomica induible de la classe A. Soén resistents a penicil-lines, cefalosporines de
primera generacié i1 cefuroxima, i sensibles a cefoxitina i als inhibidors de

betalactamases. La desrepressi6 de la betalactamasa comporta resisténcia a

27



INTRODUCCIO

28

cefalosporines de tercera generaciod, presentant sensibilitat disminuida a les de quarta.
Aleshores el seu fenotip és compatible amb la preseéncia d'una BLEA.

Yersinia enterocolitica, presenta una betalactamasa de classe A més una de
classe C*°, aquest fet li confereix un fenotip de cefalosporinasa induible i penicil-linasa.
Es resistent a aminopenicil-lines, carboxipenicil-lines, cefalosporines de primera i de
segona generacio.

Finalment, com ja s’ha citat anteriorment, no s’han trobat betalactamasa

cromosomica propia d’espécie en P. mirabilis i S. enterica.

1.6 Betalactamases plasmidiques. Betalactamases d’espectre ampliat

(BLEA)

La betalactamasa plasmidica d'ampli espectre més aillada en enterobacteris €s
TEM-1, que ha estat descrita en un 75-80% de les soques resistents a

aminopenicillines’>*. L'

enzim TEM-1 va ser descrit per primer cop en una soca d’E.
coli aillada a Grécia al 1965 d’un hemocultiu d’un pacient anomenat Temoniera, d’aqui
ve el nom de TEM™. Posteriorment difongué arreu, expandint-se a través de la familia
Enterobacteriaceae primer i posteriorment a H. influenzae® i Neisseria gonorrhoeae™®.
Un enzim relacionat amb TEM-1, el TEM-2 va ser descrit per primer cop en P.
aeruginosa al 1969°".

Una altre betalactamasa d’ampli espectre extensament descrita en
Enterobacteriaceae, i concretament en K. pneumoniae i en E. coli, és SHV-1. El nom
ve pel fet de ser sulfhidril variable. Aquest enzim ¢s de codificacié plasmidica en la
majoria dels casos, a excepcio de K. pneumoniae que es troba en el cromosoma.

De les betalactamases TEM-1 1 SHV-1 és on provenien la majoria de BLEA fins

a la posterior aparici6 de la familia CTX-M.
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Com ja hem comentat, les betalactamases d’espectre ampliat (BLEA) classiques
son betalactamases que majoritariament pertanyen a la classe molecular A d’Ambler i a
la 2be de Bush. Es caracteritzen per presentar com a centre actiu una serina 1 una massa
molecular aproximada de 29 KDa. Son enzims que poden hidrolitzar penicil-lines,
cefalosporines, incloses les de tercera i quarta generacio aixi com monobactams.

La primera soca productora de BLEA tingué¢ lloc a la Republica Federal
Alemanya al 1983 amb la descripcié de I’enzim SHV-2, present en una soca de
Klebsiella ozaenae aillada d’una mostra clinica. Tot just un any després es descriu la
primera soca portadora d’una BLEA tipus TEM, en una soca de K. pneumoniae®”®,
Actualment, hi ha més de 150 BLEA, descrites arreu del mén i en diferents géneres

d'Enterobacteriaceae i P. aeruginosa (http://www.lahey.org/studies/webt.asp) *****°.

Les BLEA tipus TEM han estat descrites majoritariament en soques de K.

43,50

pneumoniae i E. coli i han estat causa de brots nosocomials severs. Tamb¢é s'han

observat en altres géneres d’enterobacteris com Enterobacter aerogenes, M. morganii,
P. mirabilis, P. rettgeri i S. enterica® .

La majoria de BLEA tipus SHV s’han trobat en soques de K. pneumoniae,
encara que aquests enzims també s’han descrit en E. coli, C. koseri i P.
aeruginosa®706%,

Una nova familia de BLEA son les CTX-M, han estat descrites principalment en
E. coli, encara que s’han trobat en altres géneres d’enterobacteris®’”°. Es van comengar
a descriure cap a la segona meitat de la década dels 80, i han estat, sens dubte, la familia
d’enzims amb el ratio de disseminacié més gran, sobretot a partir del 1995”". L’origen
d’aquests enzims sembla estar relacionat amb les betalactamases cromosomiques

d’altres espécies. La betalactamasa cromosomica de Kluyvera ascorbata KLUA es

considera el progenitor de les CTX-M-2t amb les que té més del 99% d’homologia’’.
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Rodriguez et al”® van trobar una soca de K. ascorbata, amb la betalactamasa
cromosomica KLUA-9, que era idéntica a CTX-M-3, i per tant aquesta especie podria
ser la progenitora de les CTX-M-1t. KLUG, betalactamasa cromosomica de K.
georgiana, té un unic canvi respecte la CTX-M-8'*. Una soca de K. georgiana aillada a
Guayana podria considerar-se el progenitor de les CTX-M-9t donat que la seva
betalactamasa cromosomica presenta un 100% d’homologia amb la CTX-M-14". La
betalactamasa cromosomica de K. cryocrescens podria ser el progenitor d’un grup de
CTX-M encara no identificat’.

Les CTX-M s6n un grup heterogeni d’enzims que s’han agrupat, segons la seva
homologia aminoacidica en cinc families o subgrups (Figura 11): les CTX-M-1t (CTX-
M-1, CTX-M-3, CTX-M-10, CTX-M-15, CTX-M-32 i CTX-M-34), les CTX-M-2t
(CTX-M-2, CTX-M-4, CTX-M-5), la CTX-M-8, les CTX-M-9t (CTX-M-9, CTX-M-

13, CTX-M-14, CTX-M-17 i CTX-M-51) i les CTX-M-25t (CTX-M-25, CTX-M-26)"".

BAMTFOE2[TOHO-1] (0 0033)
BLC2_SALTY[CTHA-2] (0.0000)

C A0 1 [CTH-M-31] (0.0034)
CACOSITA[CT-M-20] (0.0015)
CAMIEH1[CTH--E] (0.0062)
CAMIE Z[CTE-M-7] (0.0035)
CAMTASTIICTH-M-4] (0.0095)
AR4CEIE [CTH-M-1 6] (0.0027)

£F 174129 1[C TH-M-9] (0.0008)
AADE1SI[CTHAM-27] (0.0014)
LAPIBEE[CT X-M-24] (0 0034)

AF 252622_1[CT¥-M-14] (0.0000)

AF 326133 _1[C T¥-M-1 8] (0.0000)

AF 3251 34_1[C TH-M-19] (0.0034)
B4 TI4T1[C TH-MAT7] (0 0024)

AF 252623 _1[CTH-M-13] (0 0084)

’—mazagu[mxm-ﬂ (0.0047)

| CADOBE2A[C TH-M-21] (0.0159)
BLT2_ECOLIT OHO-2) (0.1080;

ARNTEA44[CT XM -26] (0.0022)
4|:LAFS1 BE67_4[CT¥-M-25] (0.0081)
AF189721 _A[CTH-M-5] (0.0438)

L AAF 65843[CT H-M-10] (0.0050)
| AAFO3177[CTHA-11] (0.0091)
CAMTAZZA[CT X-M-3] (0.0008)
2005 34 (5[C TX-M-12] (0.0034)
ARP ZITIECTH-M-28] (0.0045)
L4P 43S06]C TH-M-30] (0 0024)
A8 021 27[C TH-M-15] (0.00007
AADERIZICT ¥ 23] (0.0034)
CAD7OZE0[C TH-M-28] (0.0013)
£4) BEIZ4[C TH-AM-22] (0.0002)
AF 455377 _A[CTH-M-23] (0.0041)
BLCT ECOLIG TH-h-1] (0.0063)

Figura 11: Dendograma de les BLEA tipus CTX-M.
(www.lahey.org/studies/other.asp#tablel)
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Finalment, un altre grup important de BLEA sén les betalactamases de tipus
OXA, que es caracteritzen per una elevada afinitat per 'oxacil-lina 1 la cloxacil-lina, 1
que son poc inhibides per l'acid clavulanic’’. Normalment les oxacil-linases mantenen
un espectre d’activitat reduit, conferint resisténcia a aminopenicil-lines 1
ureidopenicil-lines. Tanmateix, s’ha observat una expansio del seu espectre d’activitat
cap a les oximinocefalosporines i carbapenems, bé com a conseqiiéncia de mutacions
puntuals bé per 1’aparicié de nous grups’”’®.

Altres BLEA poc freqiients no relacionades amb cap de les altres families de
BLEA més predominants com TEM, SHV i CTX-M so6n: la betalactamasa PER-1,
descrita per primer cop en una soca de P. aeruginosa aillada a Turquia’, i en soques de
S. enterica serovar Tiphymurium i Acinetobacter baumannii®’; PER-2, que té un 86%
d’homologia amb PER-1, va ser trobat en S. enterica serovar Tiphymurium a
I'Argentina®'; VEB-1, descrita per primer cop en una soca d’E. coli aillada d’un pacient
del Vietnam, s’ha trobat també descrita en una soca de P. aeruginosa aillada a
Tailandia®; CME-1 va ser aillada de Chryseobacterium meningosepticum®® a Italia;
TLA-1, en una soca d'E. coli a Méxic**; SFO-1 trobada en Serratia fonticola®; GES-1

descrita en una soca de K. pneumoniae® aillada a Franca i GES-2 descrita en P.

aeruginosa’’ a Sud-Africa.

1.6.1 Epidemiologia de les BLEA

Des que es va aillar la primera soca productora de BLEA, la prevalenca de
soques productores d’aquests enzims, principalment soques d’E. coli i K. pneumoniae,
no ha cessat d’augmentar a més de ser, aquest, el mecanisme més important implicat en

la resisténcia a cefalosporines de tercera i quarta generacio.
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En un estudi a nivell internacional, el MYSTIC®, es van recollir 17.203 soques
d’enterobacteris des del 1997 al 2004 de 41 centres medics d’onze paisos diferents:
Belgica, Croacia, Republica Txeca, Finlandia, Alemanya, Grécia, Polonia, Russia,
Espanya, Turquia i1 el Regne Unit, 1 6.726 soques d’enterobacteris aillades entre 1999 1
2004 de 15 centres medics dels Estats Units. En aquest estudi es van observar que a
Europa la prevalenca de BLEA en E. coli era d’un 2,1% al 1999 i incrementava a un
10,8% al 2004. Per K. pneumoniae s’observa un 9% al 1999 i un 13,6% al 2004. Als
Estats Units s’observa que la prevalenga de BLEA per E. coli era d’un 5,1% al 1999 i
disminuia a un 1,4% al 2004, i per a K. pneumoniae s’observa un 7,2% al 1999 a un
4,4% al 2004.

Un estudi del grup GEIH-BLEA 2000* per a determinar la prevalenca de BLEA
en 1’ambit hospitalari va recollir les soques d’E. coli i K. pneumoniae portadores de
BLEA de marg a juny del 2000 de 40 hospitals de I'Estat Espanyol, i van descriure una
prevalenga d’E. coli amb BLEA del 0,5% (amb un rang d’entre 0 i 2,4%) i de K.
pneumoniae del 2,7% (amb un rang d’entre 0 i 16,7%), els enzims caracteritzats
posteriorment’, van mostrar que en E. coli I’enzim més freqiient va ser la CTX-M-9
(27,3%), seguit per SHV-12 (23,9%) i CTX-M-14 (20,5%), mentre que en K.
pneumoniae va ser TEM-4 (25%) i TEM-3 (16,7%).

La prevalenca de BLEA s’estudia a ’Hospital de la Santa Creu i Sant Pau des de
1994. En el primer periode d'estudi, que va del 1994 al 1996°' es va observar una
prevalencga d’enterobacteris portadors de BLEA del 0,14% en soques d’E. coli i del
0,17% en K. pneumoniae. En un periode posterior, del 1997 al 1999 es va trobar una
prevalencga del 0,45% en E. coli i del 1,45% en K. pneumoniae.

L’observaciéo que una bona part de soques portadores de BLEA s'aillaven de

mostres d’origen extra-hospitalari, principalment infeccions urinaries, va fer pensar que
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probablement la prevalenca d’aquests enzims en persones sanes fos elevada. El
problema és que hi ha molts pocs estudis a on es busqui la prevalenca de BLEA a la
comunitat, i dels pocs que hi ha en molts casos les persones estudiades han tingut
contacte amb hospitals o cases de convalescéncia. Valverde et al’” del 1991 al 2003 van
observar que la prevalenca de BLEA a I'Hospital Ramoén y Cajal de Madrid en portadors
fecals havia pujat del 0,7% al 5,5%, respectivament, i pel que fa al tipus de BLEA
trobades, van trobar un predomini de CTX-M, concretament un predomini de CTX-M-9
seguida de CTX-M-14, i SHV-12. Fora de les nostres fronteres trobem dos estudis

recents al Regne Unit, duts a terme per Munday et al’’

on descriuen una prevalenga en
portadors fecals del 1,9% fruit de la preséncia de CTX-M-9, CTX-M-14 i CTX-M-15, i
per Woodford et al®* que només estudien la incidéncia de CTX-M i troben que un 24%
provenen de pacients no ingressats, essent 1’enzim més estes la CTX-M-15. Pallecchi et
al’® van trobar una prevalenca d’E. coli portador de BLEA, d’agost a novembre del
2002, en nens sans de Bolivia i Peru del 0,1% (4 de 3.208), els enzims que van trobar
van ser CTX-M-2 i CTX-M-15. I, Pitout et al’® descriuen la expansi6 clonal d’una soca
d’E. coli, provinent de la comunitat, portadora de la betalactamasa CTX-M-14 a
Canada. D’aquests articles podem destacar que la prevalenca de BLEA esta augmentant
a nivell comunitari i que la familia CTX-M s’esta convertint en la predominant.

Un altre ambit, on la pressié selectiva per antimicrobians és important és en el
mon animal, concretament en I’ambit de la produccié. Brifias et al’’, I’any 2003 van
publicar un estudi on van trobar una prevalenca de soques portadores de BLEA en
animals sans del 2,5%, descrivint-hi CTX-M-14 1 SHV-12. Posteriorment, els mateixos
autors™® realitzen un estudi comparatiu entre animals sans i malalts, i descriuen una

prevalenca del 2,2% en animals malalts, essent la BLEA més freqiient la CTX-M-14;

trobant molt més elevada la prevalenca en animals sans, del 6,3%, essent I’enzim més
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freqiientment aillat també la CTX-M-14. Shiraki et al’” troben al Japo una prevalenca
del 1,5% de CTX-M-2 a partir de mostres fecals de vaques. Es important observar que
els tipus de BLEA trobats en 1’ambit clinic sén les mateixes que les descrites en la
comunitat i el mon animal.

Finalment, cal pensar que una de les vies d’expansié d’aquests enzims pot ser la
dels aliments'®. Un exemple va tenir lloc en uns campaments d’estiu a Girona on hi va
haver un brot de salmonel-losi. A I’estudiar les mostres fecals dels afectats s’aillaren
soques clonals d’E. coli amb una BLEA (CTX-M-9) i/o amb una cefamicinasa (CMY-

2).

1.7 Cefamicinases plasmidiques

Aquests enzims tenen un ampli espectre d’accid, hidrolitzen tots els
betalactamics a excepcid dels carbapenems. El seu nom prové del fet que, a diferencia
de les BLEA, son capaces d'hidrolitzar les cefamicines com la cefoxitina, pel que han
estat anomenades cefamicinases. No son inhibides per 1'acid clavulanic, a excepcio de
MOX-1 i ACC-1, 1 presenten una menor activitat hidrolitica davant les cefalosporines
de quarta generacio'”', per tant, ’espectre d’accié d’aquestes betalactamases és molt
semblant al de les cromosomiques de classe C amb les que guarden un grau variable
d’homologia, 40-98%. Es interessant assenyalar que aquests enzims, a diferéncia
d’algunes cromosomiques, no son induibles, s’expressen de manera constitutiva a

102

nivells relativament elevats -, amb 1’excepcid de la cefamicinasa DHA-1, descrita per

primera vegada en una soca de S. enterica serovar Enteritidis'".
Al 1989, es va descriure MIR-1'" la primera cefamicinasa plasmidica, en una

soca de K. pneumoniae, als Estats Units. Aquest enzim mostrava un 90% d’homologia

amb el gen ampC d’E. cloacae. En aquest mateix any, es va aillar a Seiil (Korea del
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Sud), d’una infeccid de ferida, una soca de K. pneumoniae productora de la
cefamicinasa CMY-1, la seqiiéncia nucleotidica de la qual fou presentada al 1996'”. La
seqiiéncia aminoacidica mostra un 57,5% d’homologia amb el gen ampC de P.
aeruginosa, essent aquesta homologia la més propera.

L’any 1990 es descriu la cefamicinasa plasmidica CMY-2'", descrivint-se la
seva seqiiéncia nucleotidica al 1992'%", la qual presenta una homologia del 96,6% amb
I'ampC de C. freundii. En els ultims anys s’ha trobat, principalment, en soques de K.
pneumoniae i d’E. coli.

Encara que no s’ha fet una classificacio formal d’aquestes betalactamases
plasmidiques de classe C, algunes tenen seqiiéncies nucleotidiques i aminoacidiques
molt semblants a diferents betalactamases de classe C cromosomiques'®, com és el cas
de CMY-2 a CMY-7, LAT-1 a LAT-4 i BIL-1 que es creu que deriven de I'ampC de C.
freundii'”, MIR-1 i ACT-1 d’E. cloacae'"’, ACC-1 d’H. alvei'"', i DHA-1 i DHA-2 de
M. morganii' 2.

Navarro et al'”® en un estudi dut a terme en dos hospitals de 1’Estat Espanyol,
des de I’octubre de 1999 a desembre del 2000 van trobar una prevalenca de CMY-2 a
I’ambit hospitalari de diferents espécies d’enterobacteris que va del 0,07% en P.
mirabilis al 0,41% en K. oxytoca essent del 0,18%, 0,14% i 0,21% en E. coli, K.
pneumoniae i Salmonella respectivament. Una freqiiéncia molt baixa si es compara amb
altres estudis. Alvarez et al''* van trobar una prevalenca de cefamicinases plasmidiques
als Estats Units de 8,5% en K. pneumoniae, 6,9% en K. oxytoca i 4% en E. coli, amb els
enzims ACT-1, FOX-5, CMY-2 i DHA-1. Yum et al'’®> van estudiar soques de K.
pneumoniae aillades en mostres respiratories del 2002 al 2003 a Korea, obtenint una
prevalenca del 10,7%, els enzims trobats van ser CMY-2 i DHA-1. Al igual que en les

BLEA, la pressio antibiotica a fet que es descriguin aquests enzims en altres habitats
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com els animals. Winokur et al''® troben una prevalenca de CMY-2 del 15,6% en
soques de Salmonella aillades de femtes de vaques i porcs, mentre que la prevalenga en

portadors humans era del 0,6%. Zhao et al'!’

van aillar 21 soques de Salmonella i 54
d’E. coli portadores d’una cefamicinasa plasmidica tipus CMY a partir de vaques, porcs
i aus, aixi com de productes d’origen animal com la carn picada. Brifias et al’’ al 2003
descriuen una soca d’E. coli portadora de CMY-2 a partir de femta de pollastres sans. I
els mateixos autors al 2005”® descriuen una prevalenca de CMY-2 en E. coli a partir
d’animals malalts del 0,2% i a partir de femta de pollastres sans del 1,2%.

Aquests estudis ens posen de manifest que a pesar de trobar-se en una
prevalenca baixa en humans, aquest tipus de betalactamases poden jugar un paper

important, doncs també s’han trobat en diferents habitats. I a diferéncia de les BLEA

sembla que hi ha un enzim predominant, la cefamicinasa CMY-2.

1.8 Carbapenemases

Les carbapenemases son enzims que poden hidrolitzar tots els betalactamics,
inclosos I’imipenem i el meropenem. Se n'han descrit de tres classes, uns pertanyen a la
classe A d'Ambler, altres a la classe B 1 altres a la classe D.

Els enzims de classe A descrits en Enterobacteriaceae son NMC-A'"® i IMI'"?
en E. cloacae, SME-1 a SME-3 en S. marcescens'?’, GES-3 a GES-4 en K.
pneumoniae'?""'* i E. coli'?, i KPC-1 a KPC-3 en K. pneumoniae'**"'**, Salmonella '*°,
K. oxytoca'?’, Enterobacter spp.'*® i E. coli'®’.

Els enzims de classe B descrits en enterobacteris pertanyen a la classe molecular
Bl d’Ambler i 3a de Bush. Es el cas de I’enzim IMP-1 descrit per primer cop al 1991"°

en soques de S. marcescens i trobada des d’aleshores, també en una soques de K.

pneumoniae al Jap6'"'. Es tracta d’un enzim emparentat amb les betalactamases
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cromosomiques d’Aeromonas, Bacillus i Flavobacterium de les que probablement ha

132

derivat °“. Un altre metal-loenzim és VIM-1 que va ser descrit per primer cop en una

soca de P. aeruginosa a Italia al 1999'*. En l'actualitat hi ha 14 tipus de VIM descrites

134144 Casos descrits d’enterobacteris

en diferents enterobacteris i P. aeruginosa
portadors de carbapenemasa de classe B d’Ambler hi ha una soca de K. pneumoniae
portadora de VIM-1 a Grecia'*, Franca'*® o Espanya'?’. Finalment, les carbapenemases
de la classe D, que pertanyen als enzims tipus OXA i de les quals s’han trobat diferents

. 14
enzims’ 8.

Aquests enzims s’han trobat sobretot en bacils gram negatius no
fermentadors com A. baumannii o P. aeruginosa. En enterobacteris se n’han descrit en
P. mirabilis'*’ i K. pneumoniae'.

Al principi, la resisténcia a carbapenems només fou descrita en algunes especies
de bacils gramnegatius no fermentadors, com P. aeruginosa o A. baumannii, pero cada
cop es descriuen més en enterobacteris, encara que de manera casual. Tot i aquesta
infreqiiéncia en enterobacteris, l'aparicié de metal-loenzims és preocupant, donat que
aquests enzims generalment estan codificats per gens localitzats en integrons que tenen
una gran mobilitat i poden disseminar-se a diferents especies. Diferents estudis alerten
de la creixent incidéncia d’enterobacteris productors de carbapenemases’ >’

Fora de I’ambit hospitalari i estudiant aigiies de rius dels Estats Units, Aubron et

al"' descriuen I’expansio d’una clona d’Enterobacter asburiae, portador de la

carbapenemasa plasmidica de classe A d’Ambler IMI-2.

1.9 Transmissio de la resisténcia

Un dels aspectes més preocupants de ’adquisicid de resisténcies és la seva
difusié en el mén microbia. L’adquisicié dels diferents mecanismes de resisténcia pot

ser originada pel microorganisme mateix, fruit d’errors en la seva replicacid, o per
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I’adquisici6 de material genétic que codifiqui gens de resisténcia. En el primer cas
estariem parlant de mutacions, que només difondran verticalment, és a dir, seran
transmeses de cel-lula mare a cel-lula filla. L’adquisicié de la resisténcia, en aquest cas,
pot aparéixer bé en una sola generacio, com ¢s el cas de la resisténcia a rifampicina, o
bé en el transcurs de diverses generacions, com en el cas de la resisténcia a
fluoroquinolones. Les mutacions poden tenir lloc per substituci6 d’una base
nucleotidica o per addicié o peérdua d’una o diverses bases. També poden tenir lloc per
amplificacid6 o copia de multiples segments de DNA, per insercid o escissi6 d’un
segment mobil de DNA que codifica o regula la seqiiéncia d’un gen, o per inversié d’un
segment.

També, existeixen una seérie de mecanismes d’adquisicié de material genétic
mitjancant els quals la resisténcia pot ser difosa d’una cel-lula a una altra (de la mateixa
espeécie 0 no), cosa que contribueix a la difusi6 horitzontal de la resisténcia als
antimicrobians. Aquests mecanismes son la transformaci6, la transduccié i la

conjugacio.

Transformacio

Potser el més simple d’aquests mecanismes de transferéncia de gens és la
transformacid natural, que es va definir originariament com 1’habilitat d’algunes
especies bacterianes d’absorbir, sota determinades circumstancies, molécules de DNA
nu lliure de ’ambient, DNA provinent d’un bacteri donant. Aquest DNA sera adquirit
per un bacteri receptor, que rebra el nom de transformador, sera incorporat a la cél-lula
i, en expressar-se, podra comportar un canvi fenotipic. Perqué el material genétic
s’incorpori al genoma bacteria, després de travessar la membrana citoplasmatica, i

pugui, per tant, comportar un canvi fenotipic, és necessari que existeixin regions de
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certa homologia entre el nou DNA incorporat per la cel-lula 1 el del bacteri en qiiestio.
Si no existeix aquesta homologia, el DNA incorporat sera degradat; mentre que si
existeix homologia, el nou DNA podra ser incorporat mitjancant un procés de
recombinaci6. De totes maneres, encara que el DNA exogen internalitzat ha d’integrar-
se al cromosoma o a un plasmidi, també pot circularitzar-se (si conté un origen de
replicacid) i establir-se com un replicé autonom.

Com a resultat dels fenomens de recombinacid, es poden obtenir gens la
seqiiéncia dels quals esta formada per multiples fragments de diferents origens, i es
forma el que es denomina un mosaic. Un exemple de gen mosaic ¢és el que confereix
resisténcia a penicil-lina i a cefalosporines en S. pneumoniae. S’ha descrit, en soques
resistents, una gran varietat de gens mosaic codificadors de les penicillin-binding
protein (PBP), amb el nivell i grau de resisténcia determinat pel nombre i naturalesa de
recombinacions géniques'>>.

Perque la cél-lula pugui captar el DNA nu ha de trobar-se en un estat de
«competéncia». Aquest estat de «competéncia» pot ocorrer naturalment (competéncia
fisiologica) en alguns microorganismes com, per exemple, B. subtilis, H. influenzae, N.
gonorrhoeae, S. pneumoniae i diverses especies de cianobacteris com el génere
Synochococcus'™, o bé pot ser induit artificialment en altres (competéncia artificial) per
diferents mecanismes (CaCl,, polsos eléctrics, etc.). En qualsevol cas, perque la
transformacio tingui lloc és necessari disposar de DNA lliure, principalment de doble
cadena, que s’unira a la cél-lula mitjangant un receptor localitzat a la seva superficie'**.

Existeixen nombrosos exemples d’adquisici6 de resisténcies en
microorganismes naturalment transformables d’interés clinic com la resisténcia a
betalactamics en S. pneumoniae (pbp), Helicobacter pylori (pbplA) i neisséries (penA),

la resisténcia a tetraciclina en Gardnerella vaginalis, Mycoplasma hominis, Ureaplasma
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urealyticum i altres (tetM), la resistencia a sulfamides i trimetoprim (sul i dfr) i potser la

resisténcia a carbapenems en P. aeruginosa (oprD).

Transduccio

Un altre dels mecanismes de difusié horitzontal de gens de resisténcia ¢és la
transduccio. En aquest cas, la situacié és semblant a I’anterior, pero en lloc d’incorporar
DNA lliure del medi, aquest DNA prové d’una cél-lula préviament infectada i sera
transferit per particules viriques o bacteriofags a les noves cel-lules que seran infectades.

Existeixen dos tipus de transduccio:
a) Transduccio generalitzada. Comenga en el moment en qué té lloc I’empaquetament
accidental d’una porcio de DNA bacteria en una particula virica normal. Encara que
s’ha descrit que I’empaquetament del DNA viric comenga per llocs especifics del
concatamer viric, anomenats pac, i que aquests no es troben en el genoma bacteria, el
fag pot, aparentment, reconeixer seqiiéncies semblants, i es produeix aixi 1’encapsidacio
erronia de DNA bacteria'>’. Quan s’indueix la lisi cel-lular, s’allibera aquesta particula
transductora que, tot i que té la totalitat del seu DNA bacteria, és capa¢ d’adherir-se a
una nova cel-lula 1 injectar aquest DNA. Si existeixen regions homologues, aquest DNA
transductor pot ser incorporat al genoma de la cellula receptora. S’ha observat que
aquest tipus de transduccio pot tenir lloc tant amb fags temperats com pseudotemperats,
i també mitjangant fags virulents'>. Aquests Gltims son els que produeixen el major
nombre de particules transductores. Alguns bacteriofags que presenten aquest tipus de
transduccio son el P1 d’E. coli i el P22 de S. enterica serovar Typhimurium.
b) Transduccio especialitzada. Es diferencia de la generalitzada en el fet que només

poden transferir-se els gens que es troben flanquejant la regid on el fag temperat o

lisogenic s’integra al cromosoma bacteria. Aquesta regi6 d’integraci6 sovint es troba en
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punts concrets del genoma i, per tant, els gens transduits solen ser uns determinats'®.

Per exemple, el lloc d’inserci6 del fag A es troba, en E. coli, entre els gens gal i bio'™.
No obstant aixo, la integraciéo d’aquest fag en altres llocs secundaris pot comportar la
transducci6 d’altres marcadors bacterians. L’escissido d’un fag no sempre és «perfectay:
en alguns casos pot tenir lloc una escissié anormal que provoca que part del genoma del
fag arrossegui gens bacterians propers al punt on estava, i es formen fags defectius,
anomenats fags o particules de transduccié especialitzada, que contindran tant DNA
viric com bacteria. Una vegada el fag injecta el DNA transductant poden donar-se
diferents situacions. En tots els casos, pero, després de la injeccido es produeix la
circularitzaci6é i1 superenrotllament del DNA transductor. Després, el DNA viric pot
produir la replicacio virica mitjangant un cicle litic, pot mantenir-se inactiu i eliminar-se
per segregacid, o bé pot recombinar-se, per diferents vies, amb el material genctic
bacteria.

Un dels primers exemples de transduccio detectat en clinica va ser el de la
transferéncia de gens de resisténcia a penicil-lina en S. aureus. En aquest cas, pero, el
bacteriofag contribueix a la difusié de plasmidis de mida petita, que soén encapsidats i
transferits a altres bacteris. Aixi, els plasmidis seran autoreplicats i mantinguts sense
necessitat de recombinacid. El fet que el responsable d’aquesta resisténcia sigui un gen
codificador d’una betalactamasa, que aquest s’hagi identificat freqiientment en
plasmidis 1 que durant molt de temps s’hagin descrit amb detall diversos bacteriofags en
aquest grup de microorganismes, ha permes especular que I’elevada prevalenca de
produccido de betalactamases en estafilococs prové de la transferéncia d’aquests
plasmidis a través de bacteriofags'’. Altres exemples son la deteccidé de gens que
confereixen resisténcia a betalactamics, com son els gens blapgxa i blapsg, en DNA fagic

obtingut a partir d’aigiies residuals, tant humanes com animals, a la provincia de
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Barcelona'”® o la implicacié d’aquests en la transferéncia de determinants de

viruléncia'**'%.
Conjugacié

El darrer mecanisme de difusié horitzontal de la resisténcia és la conjugacio,
procés de transferéncia de gens entre dues cel-lules que estan en contacte. Aquest tipus
de transferéncia de gens és possible gracies als plasmidis. Els plasmidis son molécules
circulars de DNA de doble cadena, superenrotllades negativament (tot i que tamb¢ se’n
troben de lineals en Borrelia i alguns actinomicets)'*>. Son literalment material genétic
accessori. No codifiquen funcions essencials per a la cél-lula i la seva mida pot variar
entre poques i centenars de quilobases, i poden transportar des d’inicament els gens
necessaris per la seva replicacidé fins a centenars de gens addicionals; llavors es
consideren com a «mini-cromosomes»'®'. Els plasmidis es repliquen autdonomament
(replicons), independentment del cromosoma de la cél-lula'®. Presenten un origen de
replicacié (oriV) i algunes de les proteines necessaries per a iniciar la replicacio, tot i
que dependran de la cel-lula hoste per a replicar-se, ja que necessitaran 1’aport extern de
DNA polimerases, ligases, helicases, etc.

Alguns plasmidis presenten un rang d’hostes forca estret, mentre que altres sén
capacos de transferir-se i replicar-se dins una gran varietat d’especies bacterianes

diferents'®

. Els plasmidis poden també¢ integrar-se dins el cromosoma de la soca
receptora (cél-lules Hfr), tot incrementant aixi 1’estabilitat de la informacio genética que
transporten'®, replicant-se com qualsevol altre caracter cromosomic. Els plasmidis
conjugatius son potser més freqiients o, com a minim, més estudiats, en bacteris

gramnegatius (géneres Escherichia i Pseudomonas)'®

. El procés de la conjugacio
s’inicia quan el pili sexual de la cél-lula donant, format per les proteines sintetitzades

pels gens traA i traQ, entra en contacte amb la membrana d’una cél-lula receptora. El



INTRODUCCIO

contacte cel-lula-cel-lula s’aconsegueix, presumiblement, bé per la contraccidé o pel
desacoblament del pili sexual. L aparellament entre les dues cel-lules és, en un principi,
inestable, pero després s’estabilitza especificament mitjancant les proteines TraG i1
TraN. Posteriorment, altres gens tra s’encarregaran de la transferéncia del plasmidi a
través de les membranes, mitjancant la formacié d’un relaxosoma (complex format per
DNA i proteines) al voltant de 1’origen de transferéncia (oriT) del plasmidi. Aquest
complex realitzara un tall i és la cadena simple de DNA, creada pel tall, la que es
transferira. Un altre complex de proteines connectara i estabilitzara la cél-lula receptora
amb la donant, i el pili collaborara en el manteniment de I’aparellament'>*'®. En
bacteris grampositius (Enterococcus, Streptococcus, Bacillus, Staphylococcus i
Streptomyces) I’agregacié de cel-lules receptores no esta mitjangada pel pili sind per
mitja d’una séric de substancies d’agregaci6 1 feromones, ja que aquests
microorganismes no tenen ’elaborada membrana externa dels bacteris gramnegatius' ™.
Es desconeix com es desestabilitza I’aparellament i com se separen les cel-lules. La
cel-lula receptora que ha rebut DNA com a resultat d’una conjugacié rep el nom de
transconjugant'>’.
Elements mobils

El terme elements mobils o elements genetics mobils (mobile genetic elements,
MGE) fa referéncia a seqiiencies de DNA que tenen la capacitat de moure’s entre
cel-lules o entre molecules de DNA. Poden ser petits (=1 kb) o grans (centenars de kb).
Tradicionalment, els elements genétics mobils es classificaven en bacteriofags,
plasmidis (ambdos comentats préviament), transposons, seqiiencies d’insercid i gens
cassette. Aquesta classificacio s’ha modificat a causa de la identificacidé d’uns elements
quimérics anomenats illes genomiques. Fer una classificacié sistematica dels elements

mobils resulta dificil, ja que molts cops ¢és dificil trobar una relacié filogenética entre
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aquests. Son elements ampliament distribuits, extremadament diversos i en continua
evolucio. Un subgrup dintre dels elements mobils, anomenat elements transposables, el
formarien les seqiiéncies d’insercié'®, els transposons i els bacteriofags transposables

197 ja que tenen la capacitat de moure’s d’un replic a un altre

(p. ex.: el bacteriofag Mu)
mitjangant la transposicio. La transposicio €s una reaccid de recombinacid de material
genétic que es dona com a resultat de la translocaci6 d’un segment de DNA discret,
anomenat element transposable o transposo, des d’un lloc del genoma a un altre. La
transposicid és una recombinacié no homologa pero si especialitzada, no necessita una
homologia entre I’element transposable o I’antic lloc d’inserci6 i el nou lloc d’insercid,
perd es dona en llocs especifics, dianes reconegudes per unes recombinases
especialitzades, anomenades transposases'®®. Es poden donar dos tipus de transposicio:
la replicativa, com en el cas del transposé Tn3 i del fag Mu, i la no replicativa, com en
la majoria de seqiiéncies d’insercié i transposons compostos com el Tn5, Tn9 o Tn10'®.
La transposicio replicativa dona com a resultat una duplicacio del transposo i, per tant,
un increment del nombre de copies d’aquest dins la c¢l-lula. El resultat d’aquesta accid
¢€s una regeneracio del replicé donador, amb una copia del transposo, i I’aparicié d’una
nova copia del transposoé al replicéd receptor. En canvi, en la transposicié no replicativa

el transposo s’escindeix del DNA d’origen sense deixar cap copia i s’insereix a la nova

diana.

Sequeéncies d’insercio

Els transposons més petits son les seqiiéncies d’insercid (IS). Oscil-len entre 760
1 2.500 pb. Tenen dues repeticions invertides (IR) curtes (9-41 pb) a cada extrem (amb
I’excepcio de les families IS91, 1S110 i la IS200/605) i un o diversos open reading

frames (ORF) o pautes obertes de lectura, que codifiquen la transposasa'”’ i, en alguns
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7! Normalment es

casos, també com a funci6 reguladora de la transcripcido d’aquesta
troben multiples copies d’una mateixa IS al mateix genoma'’”. Una caracteristica propia
de les IS ¢és la generacido de seqiliencies repetides directes (DR) al lloc diana on
s’insereixen'®®. La llargada de les DR, entre 4 i1 14 pb, és caracteristica de cada IS, tot i
que també¢ existeixen excepcions com la IS91, que no forma repeticions directes en
inserir-se en la nova diana'” o com les IS1549, 1S1634 o 1S1630, que formen llargues
DR amb llargades variables'*'"°. La transposicié de les IS normalment és mantinguda
en una baixa freqiiéncia, per tal d’evitar un efecte letal per a la cél-lula'’’. En moltes

ocasions s’ha vist com una IS pot actuar com a activadora de I’expressié del gen del

costat. Alguns exemples serien la 1S21'"®, 1a 1S30'"° o 1a 1S257'%.

Transposons

Els transposons (Tn) es caracteritzen per la seva capacitat de moure’s dins del
genoma bacteria mitjangant recombinacié no homologa, i poden saltar d’un lloc a I’altre
del cromosoma o del plasmidi. Aquesta activitat transposasa roman molt regulada ja
que, igual que passava amb la transposicié de les seqiiencies d’insercid, un elevat index
de transposici6 seria letal per a la cél-lula. Els transposons es classifiquen en
transposons compostos o de classe 1 i transposons no compostos o de classe 2. Els
transposons compostos son segments de DNA flanquejats per dues seqiiéncies
d’inserci6 iguals o molt similars, que poden estar orientades en el mateix sentit o
invertides. Perque es pugui portar a terme la transposicié només cal que una de les dues
IS codifiqui una transposasa (TnpA). Entre les dues IS es troben diferents gens amb
funcions molt variades.

Els transposons no compostos o de classe 2 no tenen seqiiencies d’insercio als

extrems. Es caracteritzen per tenir a banda i banda repeticions invertides (inverted
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repeats, IR) que oscil-len entre 30 1 50 pb. Entre aquestes es troben una serie de gens
que codifiquen una o més funcions necessaries per a la transposicié (tnp), pero, a més a
més, igual que els transposons compostos, tenen també¢ altres gens addicionals.

També trobem un tipus de transposons capacos de conjugar. Soén transposons
conjugatius, els quals poden transferir-se per si mateixos d’una cél-lula a una altra, ja
que disposen dels gens necessaris per a dur a terme aquesta funcid. Per a transferir-se
d’una cél-lula a una altra primer s’escindeixen i circularitzen, una de les cadenes és
transferida a [D’altra cél'lula des de 1’oriT i un cop alla se sintetitza la cadena
complementaria, i forma de nou una estructura circular capa¢ d’integrarse al genoma del
nou hoste. Sembla ser que aquesta classe de transposons conjugatius sén els principals
responsables de la disseminacid de resisténcies a antibiotics en soques d’estreptococs i

en altres bacteris grampositius.

Integrons i gens cassette

Formant part d’estructures mobils o situats al cromosoma trobem unes altres
estructures que tenen un paper molt important en la captacié i mobilitzacié genica: els
integrons (In). Els integrons foren descrits a principis dels anys vuitanta, quan la
seqiienciacié de diferents gens de resisténcia va revelar una seqiiéncia comuna en la
regid 5’ que contenia un promotor i un gen codificador d’una integrasa, similar a les
descrites en els bacteriofags. Els integrons s’han disseminat ampliament entre moltes
especies de microorganismes. Estan formats per tres elements necessaris per a la captura
i expressio de gens exogens: un gen que codifica una integrasa (intl), un lloc de
recombinacio especific (attl) 1 un promotor (P.y) per a I’expressio dels gens cassette
adjacents (Figura 12). A vegades contenen un segon promotor més fort (P2), localitzat
adjacentment al primer. Els gens que son incorporats als integrons tenen una estructura

particular 1 han estat denominats gens cassette. La integraci6 es produeix per un
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mecanisme de recombinaci6 especifica de lloc a 1’attl en el qual els gens capturats son

integrats gracies a 1’acci6 de la integrasa Intl.

AT

t intl

“-w“
w att]

Figura 12: Esquema de I’estructura conservada en tots els integrons. intl gen codificador
de la integrasa. P, promotor del integré responsable de l'expressiod dels gens casset. attl
lloc de recombinacid especific.

Els gens cassette capturats pels integrons son molécules de DNA no replicatives
que es troben com a DNA circular lliure, i son, per tant, un altre tipus d’element mobil,
perd també es poden trobar integrats, formant part d’una molécula de DNA (plasmidi o
cromosoma) com a seqiiencies lineals. Aquests gens cassette, generalment, inclouen un
unic gen i en posicid posterior presenten una seqiiencia de recombinacid especifica,
coneguda com a attC o element de cinquanta-nou bases (59-be), la qual permet el seu
reconeixement i mobilitzacio per part de la integrasa de I’integr6'®:. Normalment no
contenen promotors; per tant, un cop integrats, s’expressen utilitzant el promotor de
I’integr6. La transcripcid dels gens cassette inserits en I’integrd s’inicia a partir d’un
mateix promotor i tots son transcrits en un mateix RNA missatger, i es dona una relativa
disminucié de la transcripcié en els gens més distals. La inserci6 o escissio dels
cassettes dins I’integrd té un paper important en la disseminacio i la formacié de noves
combinacions de gens de resisténcia als antibiotics. El fet que molts integrons
posseeixin més d’un gen cassette de resisteéncia, juntament amb el fet que molts estan
localitzats en elements genétics, com per exemple transposons o plasmidis, que porten
determinants de resisténcia, fa que la seleccid a través d’un d’aquests determinants de

resisténcia antimicrobiana seleccioni els altres (seleccid en autostop)'®.
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La classificaci6 dels integrons es basa en la seqiiéncia codificadora de la
integrasa. Actualment se’n coneixen deu classes'™, tot i que la denominacio de les
integrases a partir de la Intl4 és confusa''. Els integrons de classe 1 son els que es
troben amb major freqiiencia en soques cliniques. Es caracteritzen per tenir una
seqliencia 5’ conservada (5°-CS) que conté el gen codificador de la integrasa. També
tenen una seqiiéncia 3’ conservada (3’-CS) que inclou el gen que doéna resisténcia a
components d’amoni quaternari (qacEAl) i el gen de resisténcia a sulfamida (sull);
aquests dos gens de resisténcia no son cassettes, sind que es troben fixos a I’integrd. La
longitud d’aquesta regié anomenada 3’-CS és variable en el seu extrem 3’, com s’ha
descrit en Inl, In5 i In10. També s’han caracteritzat integrons de la classe 1 que
presenten deleccions en aquesta regid 3°-CS, com per exemple els integrons localitzats
en el Tn5086 1 en el Tn5090. Aixi doncs, el contingut 1 I’extensio del segment 3°-CS pot
diferir en cada integro'™.

Mentre que la majoria dels integrons de la classe 1 tenen I’estructura descrita

. .. . 186
anteriorment, darrerament s’han descrit integrons inusuals: I’In6, In7

, un integro
descrit en el plasmidi pSAL-1 de S. enterica serovar Enteritidis que conté el gen de
resisténcia a betalactamics blappa-1 i el seu regulador ampRm, I’In60 portador de la
betalactamasa CTX—M—9187, I’In35 portador de la betalactamasa CTX—M—2188, I’In36 i
I’In37 portadors del gen de resisténcia a quinolones qnr i el gen blapua.'*’, etc. Aquests
integrons son inusuals perqué contenen una segona copia del segment 3’-CS. Tots
aquests integrons tenen un segment comu de 2,1 kb localitzat entre les dues repeticions

3°-CS, que conté 1’0rf513 (també anomenat CR1), rad per la qual s’anomenen integrons

compostos de classe 1 o integrons portadors del CR1.
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Illes genomiques

A més dels bacteriofags, els plasmidis, els transposons, les seqiliencies
d’insercid, els integrons i els gens cassette, trobem uns altres elements que tenen un
paper molt important en el moviment del material genétic: son les illetes genomiques (<
10 kb) o illes genomiques (GEI) (> 10 kb). Tots aquests elements mobils formen part
d’un pool flexible de gens que es caracteritzen per codificar funcions no essencials per a
la cel'lula perd que li confereixen avantatges enfront de condicions particulars.
Normalment, tenen un contingut de G+C i una pauta de lectura diferents respecte al
cromosoma bacteria. Les illes genomiques transporten clusters de gens amb funcions
especifiques que son incorporats al nou DNA en bloc. Les illes genomiques poden
subdividir-se en diferents grups segons els avantatges que li confereixen al nou hoste:
illes ecologiques en els microorganismes ambientals, illes saprofitiques, illes de
simbiosi o illes de patogenicitat (PAI) en microorganismes que interaccionen amb el seu
hoste. S’han localitzat al cromosoma bacteria, tot i que també s’han descrit casos de
localitzacié plasmidica. Es creu que provenen de plasmidis o bacteriofags que han
perdut els gens necessaris per a la replicacié autonoma i la transferéncia'®’, encara que
també s’ha vist que en moltes ocasions transporten gens que els confereixen activitats
de transferéncia, recombinacid i restriccid. Les illes genomiques es caracteritzen per
transportar gens que confereixen avantatges adaptatius o de patogenicitat a la cél-lula on
s’insereixen, com poden ser la produccié de toxines, factors d’adheréncia, la degradacio
de fenols, la resisténcia a antibidtics com la meticil-lina (SCCmec), la fixacié de
nitrogen, 1’expressio d’adhesines, etc. Tot i que en la majoria de casos es desconeix el
metode exacte de transferéncia d’aquestes illes, una variant de particular interes €s 1’illa
que conté el gens que codifiquen la toxina del xoc térmic en S. aureus, que pot ser

transferida entre soques mitjancant un fag auxiliador’'. Altre exemple en que la
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transferéncia de I’illa genomica encara és més clara €s en el cas de ’element SXT de

Vibrio cholerae (que confereix la resisténcia a quatre antibiotics diferents)'*%.
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CRONOLOGIA

L’expansié de la resisténcia a multiples antibiotics €s des de fa décades un
problema en l'area de la salut, que s'ha vist agreujat pel sorgiment de bacteris
multirresistents.

La familia dels betalactamics ¢és la més amplia dins l'arsenal terapeutic i la més
emprada en clinica. El principal mecanisme de resisténcia a aquests antimicrobians ¢€s
'adquisicié d'enzims hidrolitics, les betalactamases. Dins 1'ambit hospitalari les
betalactamases que han adquirit més importancia han estat les betalactamases d'espectre
ampliat (BLEA), les cefamicinases i les carbapenemases. Les BLEA son enzims que
hidrolitzen la practica totalitat de betalactamics, a excepcido de les cefamicines i
carbapenems. Les cefamicinases, incrementen els seu espectre i 1"inic que no hidrolitzen
son els carbapenems, i, les carbapenemases son capaces d'hidrolitzar la totalitat de
betalactamics. Les BLEA a més, s'han descrit com a causants de diferents brots
nosocomials arreu.

El fet que en un hospital s'estableixi una soca que desencadeni un brot epidémic
depén de molts factors. Factors que faciliten la transmissi6 (mans i fomites); factors que
faciliten l'acci6 patogena, com malalts amb un patologia de base greu, o amb llargs
periodes d'hospitalitzacio. Perd també intervé el fet que el pacient estigui colonitzat per
aquestes soques. Es per aixd que entre els anys 2001 i 2002 es realitza un estudi per a
determinar la prevalenca de BLEA en pacients que acudien al Servei d'Urgencies del
nostre hospital. Posteriorment vingué la caracteritzacié d'aquests enzims tant per a
descartar la preséncia d'uns tipus determinats de clones com per a determinar quin era
l'enzim més freqlient i comparar-ho amb els provinents de malalts ingressats

(ARTICLE I).
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Paral-lelament, en la bibliografia, es comengaren a descriure en les femtes, tant
d'animals malalts com d'animals sans per al consum huma, BLEA i cefamicinases. El
flux de les soques resistents des dels animals a I'home podria tenir lloc per contacte
directe, pero probablement la via més efica¢ de difusio sigui a través dels aliments.

Aquests fets suggerien que €s necessari augmentar el coneixement sobre la
prevalenca de BLEA, cefamicinases plasmidiques i carbapenemases en soques aillades
de clinica y de portadors fecals, aixi com d'altres habitats, amb I'objectiu de localitzar
els possibles reservoris d'aquests enzims, i determinar el possible flux existent entre ells
(ARTICLE II). La caracteritzacié d'aquests enzims es presenta també en aquesta tesi i
sera fruit d'una nova publicacio.

Finalment, fruit d'aquests estudis s'ha pogut avaluar diferents métodes per a la
deteccid de les cefamicinases adquirides. Aquests enzims podem passar desapercebuts
en aquelles espécies que ja presenten una cefalosporinasa cromosomica, la
hiperpoduccio6 de la qual confereix el mateix patrd de resisténcia que una cefamicinasa
plasmidica. L'observacio6 en I'antibiograma de colonies que salten dins 1'halo d'inhibicid
en soques productores de cefamicinases plasmidiques en pot facilitar la seva deteccid

(ARTICLE II1).
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3.1 Estudi de prevalenca i caracteritzacio de les BLEA presents en
soques aillades de mostres cliniques i de portadors fecals a I’Hospital

de la Santa Creu i Sant Pau durant el periode 2001-2002. (Article I)

La preséncia de soques multirresistents en la flora comensal de persones sanes €s

193,194
.No es

un fet descrit, i ho és tamb¢ quan es parla de betalactamics i betalactamases
coneix perd la prevalenga de portadors de soques amb BLEA. Per tal de determinar
aquesta prevalenga i comparar-la amb 1’obtinguda de soques aillades de mostra clinica
es van avaluar totes les soques d’origen clinic aillades durant el bienni 2001-2002 i les
soques aillades de femta de pacients que arribaren al Servei d’Urgencies de 1’Hospital
de la Santa Creu i Sant Pau, obtingudes en tres periodes dins del mateix bienni.

Provinents de diferents mostres cliniques de malalts es varen estudiar 5.251
soques d’enterobacteris, 2.878 foren aillades al 2001 1 2.373 al 2002. D’aquestes, 3.177
van ser E. coli, 361 K. pneumoniae, 113 K. oxytoca, 379 P. mirabilis, 17 P. vulgaris, 3
P. penneri, 106 M. morganii, 11 Providencia spp., 260 E. cloacae, 93 E. aerogenes, 84
S. marcescens, 67 C. freundii, 45 C. koseri, 498 S. enterica i 37 Shigella spp..

De les 5.251 soques 89 foren productores de BLEA, 35 s’aillaren al 2001 1 54 al
2002, el que suposa una prevalenga global del 1,7% (1,2% al 2001 i 2,2% al 2002). E.
coli ha estat I’espécie amb major prevalenga, 2,6% (84/3177), seguida de C. freundii
amb un 1,5% (1/67) i K. pneumoniae amb un 1,1% (4/361).

La prevalenca de BLEA s’estudia a I’Hospital de la Santa Creu i Sant Pau des de
1994. En el primer periode d'estudi, que va del 1994 al 1996°' es va observar una
prevalenga d’enterobacteris portadors de BLEA del 0,14% en soques d’E. coli i del

0,17% en K. pneumoniae. En un periode posterior, del 1997 al 1999 es va trobar una

prevalencga del 0,45% en E. coli i del 1,45% en K. pneumoniae.
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Espécie Enzim 2001 2002
E. coli CTX-M-1 2(5,7%) 4 (7,4%)
CTX-M-2 1(2,8%)
CTX-M-9 15 (42,8%) 16 (29,6%)
CTX-M-14 6 (17,1%) 17 (31,5%)
CTX-M-32 1(1,8%)
CTX-M-9 + SHV-12 8 (22,8%) 6 (11,1%)
SHV-2 1(2,8%)
SHV-12 6 (11,1%)
TEM-19 1(2,8%)
TEM-104 1(2,8%)
K. pneumoniae CTX-M-1 1(2,8%)
CTX-M-9 1(2,8%)
SHV-2 1(2,8%)
SHV-12 1 (1,8%)
C. freundii CTX-M-3 1 (1,8%)

Taula 2: Caracteritzacio de les BLEA per any i per espécie.

Aquest increment entre els periodes 1994-1999 i 2001-2002 es deu a I’augment
de prevalenga de les CTX-M i a I’aparici6 de les SHV-12. En el periode 2001-2002, la
familia CTX-M ha estat la més freqiient amb un 87,6%: 75 soques d’E. coli, 2 de K.
pneumoniae i 1 de C. freundii (Taula 2). L’enzim més freqiient va ser CTX-M-9, trobat
sol en 31 soques i associat amb SHV-12 en 14. La segona BLEA més freqiient va ser
CTX-M-14, present en 23 soques. Finalment, també es van trobar set soques
productores de CTX-M-1, una de CTX-M-2, una de CTX-M-3 i una de CTX-M-32.

La primera CTX-M descrita al nostre hospital va ser CTX-M-9 produida per una
soca d’E. coli aillada al 1996'°. Aquest ha estat I’enzim prevalent fins al 2003 quan va
ser desplagat per CTX-M-14, que fou descrit per primer cop al nostre hospital al 1999 i

des de aleshores hem observat com el nimero de soques portadores d’aquest enzim s ha
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triplicat, respecte el 2002 (10% versus 31,5%). També en aquest periode es pot veure un
increment en la diversitat d’enzims tipus CTX-M (CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-3 1

CTX-M-32). Aquesta diversitat no ha estat descrita per Brifias et al'*®

, on en un estudi
dut a terme del 2002 al 2003 a I’Hospital Universitari Central d’Astaries, només
trobaren una soca productora de CTX-M-32, essent I’enzim més freqiient CTX-M-14.

Romero et al'”’

a I’estudiar les soques productores de BLEA en E. coli i K. pneumoniae
del 1995 al 2003 al sud de I’Estat Espanyol trobaren que la majoria de soques de K.
pneumoniae produien SHV (97%), mentre que les soques d’E. coli produien, en una
proporci6 similar, CTX-M 1 SHV (46% 1 44%, respectivament). El 97% dels enzims
CTX-M van ser CTX-M-14 i el 3% CTX-M-9. Hernéndez et al” al determinar la
prevalenca de BLEA a I’ambit hospitalari van recollir les soques d’E. coli i K.
pneumoniae portadores de BLEA de marg a juny del 2000 de 40 hospitals de 1'Estat
Espanyol, els enzims caracteritzats, van mostrar que en E. coli I’enzim més freqiient va
ser la CTX-M-9 (27,3%), seguit de SHV-12 (23,9%) i com a tercer la CTX-M-14
(20,5%).

En el nostre estudi les SHV representen un 25,8% dels enzims totals: 21 en E.
coli i 2 en K. pneumoniae. L’enzim principal fou SHV-12, aillat en solitari en 7 soques i
associada amb CTX-M-9 en 14. Totes les soques productores de SHV-12 aillades al
2001 i el 50% de les aillades al 2002 també produien I’enzim CTX-M-9. També es van
trobar dues soques productores de SHV-2. Brifias et al'’® trobaren tres soques
productores de SHV-12 (de 22 soques productores de BLEA) essent el tercer enzim més
freqlient. Romero et al" troben que el 80,5% de les SHV van se SHV-12, el 18% SHV-
41iel 1,5% SHV-2a. Hernandez et al’® van trobar una prevalenca de SHV-12 del 23,9%,
essent aquest enzim el segon més aillat després de CTX-M-9. Aixi doncs, podem veure

com la prevalenca de SHV-12 respecte de les BLEA tipus SHV classiques (SHV-2,
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SHV-4, SHV-5) ¢és for¢a elevada, donant idea que aquest enzim sembla el predominant,
no només a I’Estat Espanyol siné també a nivell europeu'*.

En aquest estudi, la presencia de BLEA tipus TEM va ser baixa, 2,2%, que
correspon a 2 soques d’E. coli, ambdues aillades al 2001, una produia TEM-19 i I’altre
TEM-104. La preséncia d’aquests enzims ha estat sempre puntual*®'’, a excepcio de

I’estudi de Hernandez et al’®

en que els enzims més freqiients en K. pneumoniae van
ser TEM-4 (25%) 1 TEM-3 (16,7%).

Per tant, de les soques aillades de mostra clinica I’enzim predominant ha estat la
CTX-M-9 seguida de la CTX-M-14 i la SHV-12, enzims també destacats a la resta de

I’Estat. En canvi la prevalenca de BLEA tipus TEM és rara a diferéncia d’altres regions

on hi ha un predomini de TEM-3 i TEM-4.

La determinacié de la prevalenga de portadors fecals d’enterobacteris amb
BLEA en pacients que acudien al Servei d’Urgencies de I’Hospital de la Santa Creu i
Sant Pau es feu en tres periodes; de febrer a maig del 2001, d’abril a juny del 2002 i a
I’octubre del 2002. En total es varen avaluar 1.321 portadors fecals, 707 al primer
periode, 454 al segon i 160 al tercer. En cap no es va documentar cap hospitalitzacio en
els tres mesos previs a 1’obtenci6 de la mostra. De les 1.321 femtes, en 44 es va aillar
una soca productora de BLEA, el que suposa una prevalenga del 3,3% (44/1.321).
Desglossat en els diferents periodes trobem una prevalenga del 2,1% al primer periode
(17/707), del 3,8% al segon (17/454) i del 7,5% al tercer (12/160). De les 44 soques
productores de BLEA, 42 van ser E. coli, una P. mirabilis i una E. cloacae. No es va
aillar cap soca de K. pneumoniae productora de BLEA. Aixi doncs, la prevalenga de
soques productores de BLEA en mostres fecals va ser superior a I’observada en les

mostres cliniques al mateix periode (1,7% versus 3,3%).
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El resultat de la caracteritzaci6 de les BLEA produides per les soques aillades en

portadors fecals es pot observar a la taula 3.

Enzim Soques Prevalenca

Febrer-Maig 2001 CTX-M-3 1 2,.3%
CTX-M-9 9 20,4%

CTX-M14 1 2,3%

CTX-M-15 1 2,3%

SHV-12 2 4,5%

PER-1 1 2,3%

Abril-Juny 2002 CTX-M-1 1 2,3%
CTX-M-9 7 15,9%

CTX-M-14 1 2,3%

CTX-M-15 1 2,3%

CTX-M-29 2 4,5%

CTX-M-34 1 2,3%

SHV-2 1 2,3%

SHV-12 3 6,8%

Octubre 2002 CTX-M-9 2 4,5%
CTX-M-14 3 6,8%

CTX-M-15 2 4,5%
CTX-M-29 1 2,27%

SHV-12 4 9,1%

Taula 3: Caracteritzacié de les BLEA aillades en portadors fecals en els tres periodes de
temps avaluats.

De les 44 soques productores de BLEA trobades, 33 produien una CTX-M
(75%). La caracteritzacio de les BLEA mostra que el 69,7% pertanyen al grup de la
CTX-M-9: 18 CTX-M-9 i cinc CTX-M-14, mentre que la resta d’enzims pertanyia al
grup de la CTX-M-1: una CTX-M-1, una CTX-M-3, quatre CTX-M-15, tres CTX-M-29

1 una, la nova CTX-M-34 (GenBank AY515297). A part de les CTX-M, la
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betalactamasa SHV-12 va ser detectada en 9 soques (20,4%). La soca d’E. cloacae
expressava una SHV-2 i la soca de P. mirabilis una PER-1.

La soca productora de la nova CTX-M-34 va ser aillada a ’abril del 2002 en una
dona de 27 anys. Aquesta soca a més de la resisténcia als betalactamics presentava
resisténcia a 1’acid nalidixic 1 a diferencia de les altres soques productores de BLEA no
era multirresistent, es mantenia sensible a fluoroquinolones, aminoglicosids, tetraciclina
i cloramfenicol. L’enzim mostra un punt isoeléctric proper a 8.2 i preferéncia per
cefotaxima com a substrat. Aquest enzim té un canvi de base G721T amb el gen blacrx.
m-10 (GenBank AAT68658) que comporta el canvi aminoacidic Glu241Clys.

La soca de P. mirabilis productora de PER-1 es va aillar al primer periode i va
suposar el primer aillament d’aquest enzim a 1’Estat Espanyol. Pagani et al'” van
recollir les soques de P. mirabilis productores de betalactamasa durant 1997 a un
hospital de Pavia, Italia, i van trobar que el 48% eren productores de PER-1. A Franga, a

la regi6 d’Auvergne, De Champs et al*”

han trobat aquest enzim com a unica BLEA
present en soques de P. aeruginosa aillades de mostres cliniques del 2001 al 2002.

La proporcio dels diferents tipus de BLEA trobats en clinica i en portadors fecals
va ser similar, essent les CTX-M els enzims amb més prevalenca en ambdds contextos.
També fem eémfasis en I’abséncia de BLEA tipus TEM en portadors fecals. La rapida
emergencia de les CTX-M com les BLEA predominant en portadors fecals no es un

fenomen aillat’>***"!

. Ja hem descrit que diferents elements, com plasmidis, seqiiéncies
d’inserci6, transposons o integrons, poden estar involucrats en la mobilitzacid dels gens
CTX-M. Aquests elements poden portar a més, gens de resisténcia a altres antibiotics,
incloent sulfonamides, trimetroprim, aminoglicosids, tetraciclina i cloramfenicol. Quan

varem analitzar la resisténcia a aquests antimicrobians varem observar que totes les

soques, excepte la soca d’E. coli productora de CTX-M-34, mostraven resisténcia a
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multiples antibiotics. Moltes soques productores de CTX-M-9, CTX-M-14 i SHV-12
eren resistents a estreptomicina, sulfonamides, trimetoprim i acid nalidixic. (veure punt
3.2.8).

Una possible hipotesi que expliqués la difusio de les soques portadores de BLEA
per la comunitat és a través del consum d’aliments d’origen animal, on hi ha una
seleccio de la flora comensal i d’enteropatogens zoonotics fruit d’una pressio antibiotica
selectiva”. Prats et al'”, descriuen la probable transmissié entre la comunitat, a través
de I’aliment, d’una soca d’E. coli productora de BLEA i cefamicinasa. Fruit d’aquesta
hipotesi es va plantejar 1’estudi de determinar la prevalenca de BLEA, cefamicinases i

carbapenemases en diferents ecosistemes relacionats amb 1’home.

3.2 Estudi de prevalenca i caracteritzacio de les BLEA, cefamicinases i
carbapenemases presents en soques aillades en diferents ecosistemes.
(Articles 111 111)

3.2.1 Prevalenca i caracteritzaci6 de BLEA, cefamicinases i carbapenemases en

mostres cliniques als Hospitals de Vall d’Hebron i de la Santa Creu i Sant Pau.

S’han estudiat un total de 8.020 soques d’enterobacteris, provinents de mostres
cliniques recollides durant I’any 2003 dels Hospitals Vall d’Hebron i de la Santa Creu 1
Sant Pau. La prevalenga de soques que expressen una BLEA fou del 1,9% (155/8.020);
de soques portadores de cefamicinasa fou del 0,04% (3/8.020); 1, no es va trobar cap
soca d’enterobacteri portadora de carbapenemasa.

De les 155 soques amb BLEA, 127 eren soques d’E. coli (2,2%; IC 1,8-2,55%),
14 K. pneumoniae (1,9%; IC 1,03-3,14%), 5 S. enterica (1,5%; IC 0,48-3,38%), 4 E.

cloacae (1,5%; IC 0,4-3,84%), 2 K. oxytoca (1,4%; IC 0,16-4,93%), 2 P. mirabilis
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(0,3%; IC 0,04-1,26%), i un C. freundii (2,2%; IC 0,05-11,5%) (Figura 13). Com es pot
observar en els intervals de confianca, hi ha algunes espécies, com per exemple C.
freundii, on les dades obtingudes no tenen molta significacidé estadistica, pel baix

nombre de soques que s han aillat d’aquesta espécie.
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Figura 13: Prevalenca de BLEA en relacio al total de soques aillades als dos hospitals.

A D’estudi anterior, que comprenia el periode del 2001 al 2002, la prevalenca de
soques d’E. coli portadores de BLEA havia estat del 2,6%, i de K. pneumoniae del
1,1%. En el present periode, que compren el 2003, la prevalenga en E. coli baixa al
2,2%, mentre que puja en K. pneumoniae fins al 1,9%. Per altre banda, també cal
remarcar, fent una comparacié amb els periodes anteriors, l'increment d'especies
diferents, com P. mirabilis, E. cloacae, K. oxytoca, C. freundii i S. enterica portadores
de BLEA. Podem dir doncs, que la prevalenca de BLEA esta augmentant, encara que no
fins als nivells descrits en altres estudis, sobretot en K. pneumoniae. Hernandez et al*
que tal com s’ha comentat, van recollir les soques d’E. coli i K. pneumoniae portadores
de BLEA de marg a juny del 2000 de 40 hospitals de 1'Estat Espanyol, van obtenir una

prevalenga d’E. coli amb BLEA del 0,5% (amb un rang d’entre 0 i 2,4%) i de K.

pneumoniae del 2,7% (amb un rang d’entre 0 i 16,7%). En un estudi multicéntric
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europeu™ es van recollir 17.203 soques d’enterobacteris de 1997 a 2004 de 41 centres
medics d’onze paisos diferents, entre ells Belgica, Croacia, Republica Txeca, Finlandia,
Alemanya, Grecia, Polonia, Russia, Espanya, Turquia i el Regne Unit, i van observar
que la prevalenca de BLEA en E. coli era d’un 2,1% al 1999 i incrementava a un 10,8%
al 2004. Per K. pneumoniae observaren un increment del 9,0% al 13,6%.

Per tant, la prevalenca de soques productores de BLEA aillades de mostra clinica

incrementa, encara que moderadament, sobretot en soques de K. pneumoniae.

Les soques amb BLEA procedien d’orines, sang, mostres respiratories i genitals,

femtes i1 productes varis entre els que trobem pus d’abscessos i exudats de ferides entre

d’altres (Taula 4).
N° de
PRODUCTE N°® Mostres  soques amb ~ PREVALENCA
BLEA
Orines 5959 95 1,6% 1,28-1,91
Sang 927 23 2,5% 1,58-3,70
Mostres respiratories 382 13 3,4% 1,82-5,74
Femta 226 3 1,3% 0,27-3,83
Exudats genitals 201 2 1% 0,11-3,55
Varis 325 19 5,8% 3,56-8,98

Taula 4: Procedéncia de les mostres a partir de les quals es van aillar les soques
d’enterobacteris productores de BLEA.

Malgrat que és en les orines on més s’han aillat soques productores de BLEA, la
prevalenca €s major en mostres respiratories i sang, a diferéncia del que descriuen

Hernandez et al®’

on les soques d’E. coli productores de BLEA van ser aillades en un
66% dels casos d’orines, un 11% de sang, 12% de ferides, 3% d’aillats de mostres

respiratories, 1% de catéters i 6% d’altres mostres. Aquestes dades perd poden portar a

confusid, 1 fer pensar que les orines son el producte que tenen, amb diferéncia, una
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major prevalenca de soques productores de BLEA, quan, el que si és veritat, és que ¢és el
producte on s’ailla el major nombre de soques, degut a que també es el producte del que
més mostres s’estudien. Dandekar et al*”* en canvi, si descriuen al 2002, en un hospital
dels Estats Units, una major prevalenga de BLEA en mostres respiratories (6,3%),
seguida d’orines (1,9%) 1 de sang (1,3%).

La caracteritzacio de les BLEA aillades de mostra clinica en ambdoés hospitals al
2003, es mostra a la taula 5.

Espécie

Betalactamasa |N° d’aillats  Prevalenca %

Hospital de la Santa
Creu i Sant Pau

E. coli SHV-2 4 4,7
SHV-12 10 11,9
CTX-M-9 4 4,7
CTX-M-14 35 (4b) 41,6(4,7)
CTX-M-32 2 24
CTX-M-3 1 1,2
CTX-M-15 4 4,7
TEM-52 1 1,2
TEM-10 1 1,2
K. pneumoniae SHV-2 2 2,4
CTX-M-1 1 1,2
CTX-M-14 1 1,2
K. oxytoca CTX-M-32 1 1,2
P. mirabilis CTX-M-1 1 1,2
S. enterica CTX-M-9 2 2,4
Hospital Vall d’Hebron
E. coli SHV-2 2 2,4
SHV-12 15 18,3
CTX-M-9 11 13,4
CTX-M-14 33 (4b) 40,2(4,9)
CTX-M-15 2 2.4
TEM-12 1 1,2
K. pneumoniae SHV-12 3 3,6
SHV-5 2 2,4
CTX-M-9 2 2,4
CTX-M-3 1 1,2
TEM-4 1 1,2
K. oxytoca CTX-M-14 1 1,2
P. mirabilis SHV-12 1 1,2
S. enterica SHV-12 1 1,2
CTX-M-15 1 1,2
CTX-M-9 1 1,2
E. cloacae SHV-5 3 3,6
CTX-M-9 1 1,2
C. freundii CTX-M-3 1 1,2

Taula 5: Caracteritzacio de les BLEA per hospital 1 per espécie (es van trobar quatre
soques d’E. coli portadores del gen blacrx.m-14» €n cadascun dels hospitals).
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Pel que fa als diferents tipus d’enzims trobats, no es van observar diferéncies
entre hospitals. En ambdos, de la mateixa manera que en I’estudi previ, la familia CTX-
M ha estat la més freqiientment aillada, i dins d’aquesta I’enzim més freqiient és CTX-
M-14 en E. coli, no aixi en les altres espécies on no hi ha un predomini de cap tipus
d’enzim, ni de la familia CTX-M ni del tipus SHV.

Cal remarcar, que dins les soques productores de CTX-M-14 n’hi havia vuit on
I’enzim presentava un 100% d’homologia amb la seqiiéncia aminoacidica de CTX-M-
14, pero la seqiiéncia nucleotidica del seu gen presentava només un 99,9% d’homologia
amb blacrx.m.o (GenBank AF174129). La diferéncia esta en un canvi de base T702C,
que confereix el canvi aminoacidic Val231Ala, donant lloc a la mateixa seqiiéncia
aminoacidica que CTX-M-14. Aquestes seqiiéncies presentaven un 99,7% d’homologia
(tres nucleotids de diferencia) amb la seqiiéncia descrita per a blacrx.m.14 (GenBank
AF252622). Als enzims amb una seqiiéncia nucleotidica idéntica a AF252622 s’ha
proposat anomenar-les CTX-M-14a, mentre que la nova seqiiéncia va ser designada
com a blacrx.m.14o (GenBank DQ359215). Les regions que envolten el gen blacrx m.14a
son la seqiiéncia d’inserci6 ISEcpl en I’extrem 5° 1 IS903 en I’extrem 3’ del gen, tal i

. g1 1
com es descriu a la bibliografia’"’

, mentre que les regions que envolten el gen blacrx-
M-14b SON les mateixes que envolten el gen blacrx.mo, €és a dir, I’integro n60", amb
I’orf513 a I’extrem 5’ i la seqiiéncia d’insercio IS3000 a 1’extrem 3°.

A més a més dels enzims CTX-M-9 1 CTX-M-14, hem trobat altres enzims de la
familia CTX-M, encara que amb una prevalenca baixa i variable. Dins del grup de les
CTX-M-1t la prevalenga ha baixat per a CTX-M-1 d’un 7,8% al 2001-2002 a un 1,2%
al 2003. En canvi hi ha un increment del enzims CTX-M-3 1 CTX-M-32 d’un 1,1% a un

1,9% (Taula 5). Cal fer constar la preséncia per primer cop de la betalactamasa CTX-M-

15, que en aquest segon estudi es troba amb una prevalenga del 4,5%, mentre que en el
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periode 2001-2002 no se’n trobava cap. Aquest enzim, freqlient en els paisos asiatics i

I* on descriuen una

nord-africans, ha estat descrit a Europa per Woodford et a
prevalenga d’E. coli portadors de CTX-M en el Regne Unit durant el 2003 al 2004, i
troben que la prevalenca de la CTX-M-15 fou del 95,1%. Dades recolzades per
Mugnaioli et al*® que descriuen ’expansio de les CTX-M en Enterobacteriaceae al
2003 a Italia, destacant la preséncia de les CTX-M del grup 1, concretament CTX-M-1 i
CTX-M-15, tant en soques d’E. coli com de K. pneumoniae.

Dins de la familia SHV, I’enzim predominant ¢s SHV-12 amb una prevalenca
del 19,4%, inferior a la descrita en I’estudi previ que era del 23,6%. No hem trobat cap
brot classic de soques d’E. coli o K. pneumoniae productores de SHV-2, SHV-3 o SHV-
5, enzims predominants en la década dels 80 i 90*°*2%, La preséncia de SHV-2 ha estat
d’entre un 2,4% i un 4,7% i curiosament la preséncia de SHV-5 només s’ha observat en
soques de K. pneumoniae i E. cloacae aillades a I’hospital Vall d’Hebron. Aquest enzim

ha estat descrit per Brifias et al*”’

en diferents brots causats per K. pneumoniae en la
UCI de neonats-pediatria d’un hospital espanyol, o per Palasubramaniam et al*”® en la

unitat d’oncologia pediatrica d’un hospital de Malasia.

Les tres soques productores de cefamicinasa plasmidica eren E. coli i foren
aillades d’orines. En un estudi dut a terme del 1999 al 2000 entre 1'Hospital de la Santa
Creu i Sant Pau i I'Hospital Virgen de Aranzazu (San Sebastian)'"®, es va observar una
prevalenca del 0,17% de soques d’enterobacteris portadors de la cefamicinasa CMY. Al
comparar aquest resultat amb els resultats d'aquest estudi, on la prevalengca de
cefamicinasa plasmidica és del 0,04%, podem dir que la prevalenga d'aquest tipus de
betalactamasa, en el nostre ambit, es manté baixa, i predominant en E. coli. Fet que

entra en contradicci6 amb estudis duts a terme en altres paisos com als Estats Units on
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Alvarez et al''* van trobar una prevalenca de cefamicinases plasmidiques de 1992 al
2000 del 8,5% en K. pneumoniae, 6,9% en K. oxytoca i 4% en E. coli, trobant a més a
més una major variabilitat d’enzims, com ACT-1, FOX-5, CMY-2 i DHA-1. Yum et
al'"® van estudiar soques de K. pneumoniae aillades de mostres respiratories obtingudes
del 2002 al 2003 a Korea, i van obtenir una prevalenca de cefamicinasa plasmidica del
10,7%, essent els enzims trobats CMY-2 1 DHA-1.

La identificacié d’organismes productors de cefamicinasa plasmidica ¢s
problematica degut a la manca de metodes fenotipics estandarditzats per a la seva
deteccid especifica, i per aixo s’han proposat varis métodes de deteccid fenotipica. Yagi
et al*” descriuen un métode de doble disc en el que usen un derivat de 1’acid boronic,
que ¢s un inhibidor de les betalactamases de classe C, amb ceftazidima i cefotaxima. La
identificaci6 de les cefamicinases es basa en I’augment de 1’halus d’inhibici6é d’aquests
dos antibiotics en presencia de ’acid boronic. Coudron et al*'® descriuen un métode
tridimensional que es basa en fer créixer per tota la superficie d’una placa de Miieller-
Hinton una soca sensible a cefoxitina. En el centre de la placa es situa un disc de
cefoxitina i es fan estries des del marge del disc fins a la periféria sembrant els
microorganismes problemes. Aquells microorganismes que permetin que la soca
sensible creixi al voltant de 1’estria dins I’halo d’inhibicié seran productors de
cefamicinasa. Ambdos metodes perd, no permeten diferenciar entre ’ampC propia
d’espécie i ’adquirida.

L’observacio en el nostre Servei de la preséncia de colonies dins dels halus
d’inhibicio, principalment de cefalosporines, ens feu hipotetitzar si aquesta preséncia
podia anar relacionada amb la preséncia d’una cefamicinasa adquirida. Per aixo, varem
seleccionar 77 soques d’un total de 6.209 (5.081 d’E. coli, 607 de K. pneumoniae i 521

de P. mirabilis) aillades de diferents mostres cliniques de 1’Hospital de la Santa Creu i

69



RESULTATS | DISCUSSIO

Sant Pau recollides des del gener del 2003 al gener del 2005 amb un fenotip de
resisténcia compatible amb la produccié d’una betalactamasa de tipus ampC. Per mitja
d’una multiplex PCR 1 posterior seqlienciacié es varen detectar els gens de
cefamicinases adquirides. Per altra banda, s’avaluaren dos metodes fenotipics: I’examen
visual de les plaques d’antibiograma per a detectar colonies dins dels halus d’inhibici6
de cefoxitina, cefotaxima, ceftazidima i aztreonam, i una prova de sinergia de doble disc
usant cloxacil-lina (500ug) com a inhibidor d’enzims de tipus AmpC. De les 77 soques
amb fenotip d’AmpC, en 19 (24,7%) (14 E. coli, dos K. pneumoniae i tres P. mirabilis)
es van detectar gens de cefamicinasa plasmidica (15 blacwmy-2, dos blappa.1, una blacyy-4
iuna blascc.y).

La preséncia de colonies en I’halus d’inhibicié va mostra una sensibilitat 1
especificitat del 100%. Es va obtenir el mateix resultat amb el test de la cloxacil-lina, en
el cas de les soques de P. mirabilis i K. pneumoniae que no presenten ampC en el

cromosoma. En canvi en soques d’E. coli I’especificitat del test de la cloxacil-lina baixa

al 10,3% perque 52 de les soques testades produiren un lleu creixement (Taula 6).
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D 1]
w
Positiu 14 14 0 14 0
E. coli 5.081 70
Negatiu® 56 0 56 52 4
Positiu 2 2 0 2 0
K. pneumoniae 607 4
Negatiu® 2 0 2 0 2
P. mirabilis 521 3 Positiu 3 3 0 3 0
Positiu 19 19 0 19 0
Total 6.209 77
Negatiu 58 0 58 52 6

Taula 6: Resultat de I’estudi de cefamicinasa plasmidica per preséncia de
colonies dins I’halus i per doble disc amb cloxacil-lina.
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Encara que el nombre de soques productores de cefamicinasa adquirida en el
nostre estudi és petit, hem vist que només les soques que presenten colonies en 1’halus
porten gens ampC adquirits. Aquest fet distintiu s’ha de tenir en compte en organismes
com E. coli en el que la diferenciacio entre cefamicinasa adquirida i hiperproduccio de
I’enzim cromosomic no es pot fer basant-se en métodes fenotipics. Aquest practic 1
simple métode per a la deteccidé de cefamicinases adquirides podria ser d’ajut en el

control i seguiment epidemiologic d’aquestes soques.

3.2.2 Prevalenca i caracteritzacid de BLEA, cefamicinases i carbapenemases en

portadors fecals

A 1'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, es van recollir 491 mostres fecals, en
179 de les quals es va obtenir creixement després de sembrar-se en agar MacConkey
amb 2mg/L de cefotaxima (MacC-CTX). De cada placa de MacC-CTX es seleccionaren
3 colonies de cadascuna de les distintes morfologies observades. En total es varen aillar
591 soques, 160 de les quals presentaren un antibiograma compatible amb la produccio
de BLEA o cefamicinasa. Per descartar la clonalitat, de les tres colonies de cada
morfologia, es feu ’ERIC-PCR. De les 160 soques es seleccionaren 54 clones, ¢és a dir,
s'han estudiat 2,96 (160/54) soques per cada clon seleccionat. La majoria de les 3
soques seleccionades per cada morfologia pertanyien al mateix clon, i només en 5 casos
de les 3 colonies es varen seleccionar més d'un clon. De 1’Hospital Vall d’Hebron,
seguint la mateixa metodologia, es van seleccionar 26 clones.

Aixi entre ambdos hospitals es van recollir un total de 948 femtes, cadascuna
d’un pacient diferent, estratificades en diferents periodes i edats. En 63 d’elles, es van
aillar soques productores de BLEA, el que suposa una prevalenca del 6,6%. La

prevalenca de soques productores de cefamicinasa fou del 0,63% (6 de 948 femtes). No
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s’ailla cap soca productora de carbapenemasa. Cal dir que despres de fer ’ERIC-PCR,

en 9 femtes es van aillar dues clones productores de BLEA, d’una femta s’aillaren dues

clones productores de cefamicinasa plasmidica, 1 d’una s’ailla una clona portadora de

BLEA i una altre de cefamicinasa. Per tant, es van aillar 73 soques portadores de BLEA

i 7 soques productores de cefamicinasa, totes elles E. coli.

Si tenim en compte 1’estratificacié temporal en que es va dur a terme la recollida

de les mostres, podem observar una distribuci6é temporal significativa (p=0,03) en la

prevalenca de BLEA. Analisis estadistiques, utilitzant els residus estandarditzats,

mostren que aquesta significacio es deu a la disminucid de la prevalenga al maig amb

I’augment de la mateixa al juliol (Figura 14).
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Figura 14: Estratificaci6 temporal i per grups d'edat dels portadors fecals amb BLEA.

Pel que fa als grups d’edat, un 9,4% (23 de 244; IC 95%: 6,1-13,8%) de les

mostres provenien de portadors fecals menors de 25 anys; un 5,9% (29 de 486; IC 95%:

4-8,5%) de portadors fecals entre 26 1 65 anys; i un 5% (11 de 218; IC 95%: 2,6-8,8%)

de gent gran (>65 anys). Donat que el grup de edat de menors de 25 anys, és molt

heterogeni pel que fa a diferents habits, com 1’alimentacid, desenvolupament sexual,
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higiene, etc., varem estratificar-lo encara més acotant 1’edat per veure si obteniem

alguna singularitat, pero aquesta possible diferéncia no es va observar (Figura 15).
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Figura 15: Distribucio6 de la prevalenga de BLEA a I’estratificar el grup d'edat de 0 a 25
anys.

Per tal de trobar una possible explicacié a la distribucio temporal en la
prevalenca de BLEA es van obtenir a través de I’Institut Catala de la Salut les dades
sobre el consum antibiotic dels ambulatoris de 1'area d'influéncia del nostre hospital

(Figura 16).
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Figura 16: Consum d'antibiotics als centres d'atencid primaria durant el 2003. Dosi
definida per 1000 habitants i dia (DDD).
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Tots els antibiotics presenten una distribucidé temporal de consum al llarg de
I’any, que augmenta als mesos freds i disminueix als mesos calids. L’antibiotic amb
més consum ¢€s 1’associacidé amoxicil-lina/acid clavulanic seguit d’altres penicil-lines 1
macrolids, que acostumen a ser els antibiotics de primera eleccid en malalties
respiratories propies dels mesos freds (novembre, desembre). Si comparem el consum
antibiotic en pediatria (<15 anys) i la resta de la poblacio, 1’inica diferéncia que trobem
¢s el fet que en pediatria gairebé no s’administren quinolones.

Si comparem les dades de consum antibiotic amb la prevalengca de BLEA

podem observar com tenen una distribuci6 temporal contraposada (Figura 17).
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Figura 17: Consum antibiotic total 1 prevalenga de BLEA 1’any 2003.

Als mesos freds la prevalenca de BLEA és minima i el consum d’antibiotic
maxim, 1 en els mesos calids la prevalenca de BLEA és maxima i el consum minim. Si
tenim en compte que l'antibiotic amb un consum més elevat és [’associacid

amoxicil-lina/acid clavulanic, 1 que les soques productores de BLEA son sensibles a
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aquest antibiotic, podriem hipotetitzar que la pressio antibidtica als mesos freds fa caure
la prevalenca de BLEA, quan aquesta pressio cau als mesos calids, la prevalenca de
BLEA augmenta. A aquesta hipotesi es podria afegir els habits alimentaris. Als mesos
calids es mengen més aliments freds 1 no cuinats i per tant susceptibles d’estar
contaminats. Tanmateix ¢s només un apunt, i cal afegir altres parametres.

Aquesta distribuci6 temporal obtinguda en la prevalenga de BLEA en portadors
fecals posa de manifest la importancia, a la hora de fer comparacions, de tenir en
compte el periode de I’any en que es va dur a terme I’estudi. Si comparem els resultats
de I’estudi previ, on avaluarem els periodes, de febrer a maig del 2001, d’abril a juny
del 2002 i octubre del 2002, on la prevalenca fou del 2,1%, 3,8% 1 7,5% respectivament,
amb els mateixos de l'any 2003, la prevalenca observada ¢s del 4%, 5% 1 8,7%,
respectivament. També podem observar que el fenomen es repeteix i en els mesos calids
la prevalenca és major. Aixi doncs, el mateix que succeeix en 1’ambit hospitalari,
succeeix en el context dels portadors fecals, la prevalenca de BLEA esta augmentant, i
aquesta prevalenca ¢€s superior en portadors fecals que en mostres provinents de malalts
ingressats. Aquestes son dades contradictories, perd, amb les publicades per Valverde et
al’?, d’un estudi dut a terme a ’hospital Ramon y Cajal de Madrid al 2003, on troben
que la prevalenga de portadors fecals és menor que la dels malalts hospitalitzats (5,5% i

11,8%, respectivament).

Els resultats de la caracteritzaci6 de les BLEA de les soques aillades en

portadors fecals es poden observar a la taula 7.
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Betalactamasa N° D’aillats % IC
CTX-M-9 16 21,9 13,1-33,1
CTX-M-10 1 1,37 0,03-7,4
CTX-M-14 33 (5b) 45,2 33,5-57.3
CTX-M-15 5 6,85 2,26-15,3
CTX-M-32 4 5,48 1,5-13,4
SHV-5 1 1,37 0,03-7,4
SHV-12 10 13,7 6,77-23,7
TEM-52 2 2,74 0,33-9,55
CTX-M-14 + SHV-12 1 1,37 0,03-7,4
TOTAL 73 100

Taula 7: Caracteritzacio de les BLEA trobades en femtes de portadors (es van aillar 5
soques productores de CTX-M-14Db).

Les soques portadores de BLEA aillades de la femta de portadors fecals atesos
en ambdos hospitals, presenten en un 80,8% BLEA de la familia CTX-M, en un 17,8%
BLEA de la familia SHV i en un 2,7% la BLEA TEM-52.

Dins de la familia CTX-M, I’enzim aillat amb més freqiiencia és CTX-M-14
(45.2%), seguit de CTX-M-9 (21.9%). Pel que fa a les soques productores de CTX-M-
14 cal dir que 29 d’elles presenten el gen blacrx.m-14a 1 cinc el gen blacrx . 14p.

El predomini de les BLEA tipus CTX-M en portadors fecals ja ’hem observat
en I’estudi previ (periode 2001-2002), on el 75% de les soques portadores de BLEA
codificaven una CTX-M. En aquell estudi pero, la betalactamasa més freqiientment
aillada era CTX-M-9, seguida de SHV-12 i de CTX-M-14. En canvi en poc més d’un
any s’ha produit una inversi6: ’enzim CTX-M-9 passa d’un 54,5% a un 27%, i la
betalactamasa CTX-M-14 passa d’un 15% a un 56%. Aquestes dades concorden amb
els resultats obtinguts per Rodriguez-Bafio et al*'' a Sevilla del 2001 al 2002, que
descriuen, en pacients extrahospitalaris, una prevalenga d’E. coli amb CTX-M-9 del

|92

64%. En canvi Valverde et al”™”, que estudien soques del 2003, encara troben una
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prevalenca en portadors fecals de CTX-M-9 tipus del 62,5%, tanmateix el percentatge
de CTX-M-9 i CTX-M-14 és similar amb un 21,4% 1 32,1%, respectivament, i de SHV-
12 del 31,2%. Es de destacar la diversitat d’enzims CTX-M-1t, superior a la trobada en
el periode anterior (2001-2002), reflex de I’increment trobat també en I’analisi de
mostres cliniques. Pitout et al’® a la regi6 de Calgary, Canada, del 2000 al 2002 troben
que les CTX-M representen un 70% de les BLEA trobades a la comunitat, d’aquestes,
un 55% son CTX-M-14 i un 15% pertanyen al grup de les CTX-M-1.

Altres autors han descrit també la preséncia de soques productores de més d’una

BLEA en portadors fecals, Valverde et al’?

descriuen la preséncia de dues soques
productores de CTX-M-9 + SHV-12. En aquest estudi observem la preséncia d’una soca

productora de CTX-M-14 + SHV-12, tot i ser un fet puntual, cal remarcar-lo per que és

la suma de les dues BLEA més predominants.

Les soques portadores de cefamicinases plasmidiques, es van aillar en els sis
darrers mesos del 2003, al juliol, octubre i novembre, i d’una forma esporadica. Que
nosaltres tinguem constancia aquesta és la primera vegada que es descriu la presencia de
soques d’E. coli productores de cefamicinasa aillades de femtes humanes. La
caracteritzacio de les betalactamases provinents de soques aillades de portadors fecals
ens va mostrar que les set cefamicinases aillades eren CMY-2.

Per tant, les BLEA aillades de mostres cliniques son un reflex dels enzims que es
poden trobar en portadors fecals. L’analisi de la prevalenca d’aquests portadors indica
un augment de la mateixa, aixi com la caracteritzacié del enzims implicats mostra la

necessitat d’un seguiment doncs el predomini d’un enzim o altre és fluctuant.
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3.2.3 Prevalenca i caracteritzaci6 de BLEA, cefamicinases i carbapenemases en

portadors fecals afectats per un brot alimentari.

Es van estudiar 61 brots alimentaris en 19 dels quals (31,1%) es van aillar
soques d'enterobacteris productors de BLEA de diferents portadors fecals. La
metodologia per a I’estudi dels portadors fecals afectats per un brot alimentari va ser la
mateixa que la utilitzada en I’estudi de portadors fecals que arribaren als serveis
d’Urgencies: es van sembrar les femtes en plaques de MacConkey amb 2mg/L de
cefotaxima (MacC-CTX) i1 es van seleccionar tres colonies de cadascuna de les
morfologies distintes observades, després es va fer 1’antibiograma, i a aquelles soques
que presentaven un antibiograma compatible amb BLEA, cefamicinasa o
carbapenemasa se’ls va fer ’ERIC-PCR per descartar clonalitat. D'aquestes mostres es
van aillar 66 soques, totes elles d'E. coli. En cap dels portadors fecals (ni manipuladors
ni afectats) es va trobar una soca productora de cefamicinasa adquirida o
carbapenemasa. El percentatge de persones a qui se’ls ailla un enterobacteri productor
de BLEA, respecte el total de persones estudiades en aquell brot, ana del 4,4% (2 de 45
mostres; 1C95%: 0,5-15,2%) al 66,6% (6 de 9 mostres; [C95%: 29,9-92,5%) (Taula 8).

En cap cas hem detectat en una femta més d’una soca productora de BLEA. En
la majoria de casos, la prevalenga de soques amb BLEA ha estat superior a la obtinguda
en portadors fecals (6,6%). Aquest fet, potser quedaria en part explicat si penséssim que
I’enterobacteri portador de BLEA a difés conjuntament amb 1’agent causal del brot
alimentari. La difusio de 1’agent causal d'un brot alimentari juntament amb un E. coli
portador d'una BLEA ja va ser hipotetitzada al 2002 per Prats et al'® on descrivien un
brot d'origen desconegut, on 1’agent causal era una soca de Salmonella. Conjuntament

amb la salmonel-la, a la femta dels afectats s’hi ailla una soca d’E. coli portadora d’una
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CTX-M-9 1 una CMY-2. Aquestes dades reforcen la hipotesi que I’aliment pot ser un

mitja de transmissio de les resisténcies a la comunitat

Taula 8: Prevalenca de femtes positives per BLEA en els diferents brots alimentaris.

aillades de la femta de persones afectades per un brot alimentari es pot observar a la

taula 9.

N°de brot N° de mostres

1 45
2 5

3

4 4

5 7

6 18
7 17
8 20
9 23
10 17
11 3

12 3

13 29
14 9

15 6

16 16
17 19
18

19 4

Els resultats de la caracteritzacio de les betalactamases produides per les soques

N° de femtes

positives per
2

1

1

N — 0 W A W A D~ DN B SN DD B

100,212-215

Prevalenca

4,4%
20%
66,6%
25%
14,28%
22,2%
11,76%
30%
17,39%
11,76%
33,3%
66,6%
13,79%
33,3%
66,6%
18,75%
42,1%
33,3%
50%

IC

0,5-15,2
0,5-71,6
29,9-92,5
0,62-80,6
0,36-57,9
6,41-47,6
1,46-36,4
11,9-54,3
4,95-38,8
1,46-36,4
0,8-90,6
9,43-99,2
3,89-31,7
7,49-70,1
22,3-95,7
4,05-45.6
20,3-66,5
0,8-90,6
6,76-93,2
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Betalactamasa N° de soques % IC
CTX-M-9 15 22,73 13,3-34.7
CTX-M-14 38 (7b) 57,58 44,8-66,7
CTX-M-32 2 3,03 0,37-10,5
SHV-2 1 1,52 0,04-8,16
SHV-12 7 10,61 4,38-20,6
TEM-52 3 4,55 0,94-12,7
TOTAL 66 100

Taula 9: Caracteritzaci6 de les BLEA trobades en soques de portadors fecals afectats
per un brot alimentari (Es van trobar 7 soques productores de CTX-M-14b).

Tal com hem anat observant fins ara en els altres habitats, la familia CTX-M és
la més freqiient, amb un 83,3%, després tenim les BLEA de la familia SHV amb un
12,1% 1, finalment ’enzim TEM-52 amb un 4,5%. La CTX-M més freqiient ¢s CTX-
M-14, seguida de CTX-M-9 i SHV-12. Pel que fa a les soques productores de CTX-M-
14, es va trobar que 31 d’aquestes tenien el gen blactxm.14a1 7 €l gen plactx-m-140. NO hi
ha cap estudi a la literatura, excepte el citat anteriorment, que descrigui la preséncia de

soques portadores de BLEA en femta de persones afectades per un brot alimentari.

3.2.4. Prevalenca i caracteritzacio de les betalactamases detectades als aliments

De cadascun dels aliments mostrejats es van agafar 25 grams i es van posar en
225 mL d’aigua de peptona. Després d’una incubacié de tota la nit a 37°C, es sembraren
amb 1 mL de I’aigua peptonada a brou MacC-CTX, que fou incubat tota la nit a 37°C;
posteriorment, si s’observava terbolesa es feia un subcultiu en plaques MacC-CTX. A
partir d’aqui es va seguir la mateixa metodologia que I’emprada en I’estudi de portadors
fecals. En els 738 aliments mostrejats només es van trobar dues soques d'E. coli i una de
K. pneumoniae productores de BLEA, el que suposa una prevalenca del 0,4%. No es

van trobar ni cefamicinases ni carbapenemases. Es la primera vegada que s'ha trobat en
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un aliment un enterobacteri productor de BLEA. Aquestes dades poden semblar
escasses, pero s’ha de tenir en compte que el 78,5% dels aliments mostrejats eren pre-
cuinats. Les dues soques d'E. coli foren aillades en amanides i la de K. pneumoniae d'un
pit de pollastre cuinat a la planxa.

La caracteritzacid de les tres betalactamases d’espectre ampliat va mostrar que
les BLEA produides per les dues soques d’E. coli eren CTX-M-14 i que la soca de K.

pneumoniae produia CTX-M-3 juntament amb CTX-M-14.

3.2.5 Prevalenca de BLEA, cefamicinases plasmidigues i carbapenemases en

granges d’animals

Es van mostrejar deu granges de conills, deu de porcs i deu de pollastres de
diferents comarques de Barcelona. En cadascuna d'aquestes deu granges es van
mostrejar deu punts diferents del seu sol. De cadascun d’aquests punts es va agafar 10
grams de so0l i es va homogeneitzar amb 90 mL de aigua de peptona. Aliquotes de 0,1
mL es van sembrar en plaques de MacC-CTX incubades 48 hores a 37°C en condicions
anaerobiques per evitar el sobrecreixement dels bacteris aerobics gramnegatius. A partir
d’aqui es va seguir la mateixa metodologia que per als portadors fecals.

De les deu granges de conills mostrejades es van obtenir 37 colonies a partir de
les plaques de MacC-CTX. Vint-i-una d'aquestes presentaven un antibiograma
compatible amb BLEA o cefamicinasa. Donat que s'estudiaren tres colonies de la
mateixa morfologia, per a descartar clonalitat, es feu una ERIC-PCR. De les 21 colonies
es van seleccionar 4 clones, per tant, hi havia 5,25 (21/4) soques per clon. Tres
d’aquestes soques eren productores de BLEA, dues soques d’E. coli, ambdues trobades
en la mateixa granja, i una d’E. cloacae, trobada en un altre granja. La soca restant era

una soca d’E. coli productora de cefamicinasa, i es va trobar en la mateixa granja que la
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soca d’E. cloacae productor de BLEA. El fet de trobar enterobacteris productors de
betalactamasa en el subsol de granges de conills és un fet a remarcar, donat que aquests
animals son hipersensibles als betalactamics, 1 per tant, no estan sotmesos a una pressio
antibiotica, al menys per aquests antimicrobians. No s’hi ailla cap soca productora de
carbapenemasa.

De les deu granges de porcs estudiades es van obtenir 132 colonies d’E. coli a
partir de les plaques de MacC-CTX, totes amb antibiograma compatible amb una
BLEA, després de realitzar ’ERIC-PCR es van seleccionar 39 clones, és a dir, trobem
que hi havia 3,4 (132/39) soques per clon. Aquestes soques es van aillar en vuit de les
10 granges estudiades. No es va trobar cap cefamicinasa ni cap carbapenemasa.

En les deu granges de pollastres es van obtenir 192 colonies a partir de les
plaques de MacC-CTX, 190 d'aquestes presentaven un antibiograma compatible amb
BLEA o cefamicinasa; despres de realitzar I’ERIC-PCR es van seleccionar 64 clones, és
a dir, trobem que hi ha 2,96 (190/64) soques per clon. En totes les granges es van aillar
soques productores de BLEA i en 7 granges es van aillar soques productores de
cefamicinasa. No es va trobar cap soca amb carbapenemasa. Les 64 soques eren E. coli,
51 amb fenotip de BLEA i 13 productores de cefamicinasa.

Hi ha diferents estudis on es descriu la preséncia d’enterobacteris resistents a
betalactamics en animals, tant de produccié com domestics. En el nostre estudi, dut a
terme a partir del sol de les granges d’animals de produccid, hem trobat una prevalenga
de BLEA en conill del 20%, en porcs del 80% i en aus del 100%; pel que fa a les
cefamicinases la prevalenca en conills ha estat del 10% i en aus del 70%. Brifias et al’
al 2003, descriuen en animals de produccié malalts una prevalenca de BLEA del 2,1%
(10 de 459) 1 de cefamicinasa del 0,2% (1 de 459), i per als animals sans una prevalenca

de BLEA del 5% (8 de 158) i de cefamicinasa del 1,2% (2 de 158). Per tant troben una
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prevalenca major en animals sans que malalts. En un estudi dut a terme per Carattoli et
al*'® on estudien 298 soques d’E. coli aillades a partir de femtes i organs de gossos i
gats del 2001 al 2003 a Italia, descriuen una prevalenca de BLEA del 5,3% (16 de 298) i
de cefamicinasa del 1% (3 de 298) similar a la trobada per Brifias et al”” en animals de
produccié. Resultats similars es descriuen al Jap6, Kojima et al*'’ estudien la femta de
gallines sanes del 1999 al 2002, i troben una prevalenca de BLEA del 0,9% (6 de 676) i
de cefamicinasa del 1,1% (8 de 676). La major part d’estudis basen la prevalenca en la
recollida de femta per animal, en canvi en aquest estudi el mostreig es fa del subsol on
hi ha una representacio de tots els animals i potser és per aixo que la prevalenca que
trobem és més elevada.

Les betalactamases aillades en les granges de conills van ser una CMY-2, pel
que fa a la cefamicinasa, dues CTX-M-14 i una CTX-M-9, aquesta ultima aillada en una
soca d’E. cloacae.

En les granges de porcs el resultat de la caracteritzacié de les BLEA es pot

observar a la taula 10.

Betalactamasa N° de soques % IC
CTX-M-1 27 69,23 52,4-83
SHV-5 4 10,26 2,86-24,2
SHV-12 8 20,51 9,3-36,5
TOTAL 39 100

Taula 10: Resultat de la caracteritzacié de les BLEA trobades a partir de les soques d’E.
coli aillades en les granges de porcs.

Les BLEA tipus CTX-M han estat les majoritaries; havent-se detectat perd
unicament CTX-M-1. De les BLEA tipus SHV hem trobat SHV-12 i SHV-5. Brifias et
al”, en cinc porcs malalts van trobar soques portadores de BLEA que van ser tres CTX-
M-14, una CTX-M-32 i una SHV-12, el fet de trobar CTX-M-14 en porcs és oposat als

resultats obtinguts en el nostre estudi.
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En les granges d’aus les 13 cefamicinases plasmidiques aillades van ser
caracteritzades com a CMY-2. El resultat de la caracteritzacié de les BLEA es pot

observar a la taula 11.

Betalactamasa N° de soques % IC
CTX-M-1 1 1,96 0,05-10,4
CTX-M-9 10 19,6 8,4-30,9
CTX-M-14 29 56,9 42,2-70,7
CTX-M-32 2 3,92 0,48-13,5

SHV-2 + CTX-M-1 1 1,96 0,05-10,4
SHV-12 5 9,8 3,27-21,4
TEM-52 2 3,92 0,48-13,5

CTX-M-14 + CTX-M-1 1 1,96 0,05-10,4
TOTAL 51 100

Taula 11: Resultat de la caracteritzacié de les BLEA trobades a partir de les soques d’E.
coli en granges d’aus.

La familia de BLEA majoritaria és la CTX-M amb un 86,2%, seguida de la SHV
amb un 13,7% i, finalment, I’enzim TEM-52 amb un 3,9%. L’enzim més freqiient és
CTX-M-14 seguit de CTX-M-9, després SHV-12, i finalment, la resta amb una
freqliencia molt més baixa. Pel que fa a les soques productores de CTX-M-14 es van
aillar 23 que codificaven el gen blacrx.m-1421 7 que codificaven el gen blactx m.14p.
També cal destacar la preseéncia de dues soques productores de dues BLEA.

Aquests resultats concorden amb els descrits en 1’estudi de Brifias et al’® on van
aillar de la femta de pollastres sans 8 soques d’E. coli portadores de BLEA (4 CTX-M-
14, 1 CTX-M-9 i 3 SHV-12) i 2 soques d’ E. coli portadores de CMY-2. En el mateix
estudi també es descriu en tres aus malaltes la preséncia de les mateixes BLEA, pero
amb un percentatge menor (una CTX-M-14, una CTX-M-9 i una SHV-12). Hasman et
al’'® estudien les salmonel‘les productores de BLEA aillades a partir de mostres de

femta i carn d’aus recollides als Paisos Baixos del 2001 al 2002, i troben 5 soques
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productores de TEM-52, una soca productora de TEM-20, una de CTX-M-2 1 una de
SHV-2. A més a més també descriuen cinc soques productores de la cefamicinasa
plasmidica ACC-1. Aquests resultats son molt diferents als nostres, potser perque aquest
estudi esta dut a terme en Salmonella i ’espécie més freqiient en el nostre estudi és E.
coli.

Schwarz et al*"® descriuen que el consum antibiotic en medicina veterinaria de la
Unié Europea al 1997, va ser de 3.494 tones. Els principals antibiotics d’us son les
tetraciclines (2.294 tones), els macrolids (424 tones), les penicil-lines (322 tones), els
aminoglucosids (154 tones), el cotrimoxazol (75 tones) i les fluoroquinolones (43
tones). Donat que les cefalosporines no s’usen gairebé en medicina veterinaria i que les
soques aillades presenten resisténcies a d’altres antibiotics com els aminoglucosids o les
tetraciclines, fa pensar que I’aparici6 de BLEA 1 cefamicinasa plasmidica en
enterobacteris aillats en animals possiblement és multifactorial, deguda a la pressio

selectiva d’altres antibiotics no betalactamics.

3.2.6 Prevalenca i caracteritzacid de BLEA, cefamicinases i carbapenemases en

aigues residuals

A partir d’1ml d’aigua residual es van inocular 2 mL de brou de triptona de soja
amb 2 mg/L de cefotaxima (TSB-CTX) i es van incubar durant 2 hores a 37°C en
condicions aerobiques. Després del pre-enriquiment, 2 mL de cada tub es van inocular
en 10 mL de TSB-CTX. Els tubs van ser incubats 18 hores a 37° C en condicions
anaerobiques per evitar el sobrecreixement dels bacteris aerobis gramnegatius. Es va fer
una dilucié 1/10 de cada cultiu amb solucié de Ringer, i 0,1 mL de cadascuna de les
dilucions va ser sembrada per duplicat en plaques de MacC-CTX que van ser incubades

seguint les condicions anteriors. A partir d’aqui es va seguir la mateixa metodologia

85



RESULTATS | DISCUSSIO

que per a I’estudi en portadors fecals. De les cinc aigiies residuals provinents de dues
plantes depuradores, es van treballar 120 colonies, 96 de les quals presentaven un
antibiograma compatible amb la producci6 de BLEA o cefamicinasa. Després de
realitzar ’ERIC-PCR es van seleccionar 33 clons, ¢€s a dir, trobem que hi ha 2,9 (96/33)
soques per clon. En totes les aigiies analitzades es van trobar soques productores de
BLEA i en una es va trobar una soca productora de cefamicinasa. No es va trobar cap
soca productora de carbapenemasa. Es van aillar un total de 32 soques d'E. coli
portadores de BLEA i una soca d'E. coli portadora de cefamicinasa.

La soca productora de la cefamicinasa plasmidica codificava una CMY-2. La

caracteritzacio de les BLEA es pot observar a la taula 12.
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Betalactamasa N° de soques % IC

CTX-M-9 13 40,63 23,7-59,4

CTX-M-14 10 31,25 16,1-50

CTX-M-32 1 3,13 0,07-16,2

CTX-M-51 1 3,13 0,07-16,2
SHV-12 4 12,50 3,51-29
TEM-52 3 9,38 1,97-25
TOTAL 32 100

Taula 12: Resultat de la caracteritzacié de les BLEA presents en les soques aillades
d’aigiies residuals.

Les CTX-M, amb un 78,1%, son els enzims majoritaris, després les SHV amb un
12,5% 1 finalment les tipus TEM amb un 9,4%. Dins les BLEA tipus CTX-M, I’enzim
CTX-M-9 seguit de CTX-M-14, sén les més freqiients, després hi hauria SHV-12 1, per
ultim TEM-52. Cal dir que en aquest ecosistema es va trobar una betalactamasa nova,

CTX-M-51 (nombre d’accés GenBank DQ211987), que presenta el 99% d’homologia
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amb el gen blacrx.mo (GenBank AF174129), el canvi nucleotidic que s’observa és

C239T, que dona lloc al canvi aminoacidic Ala80Val.

La preséncia de betalactamases en aigiies ha estat poc estudiada''**°. En un cas
analitzen la diversitat d’aquests enzims en aigiies de la Ria de Aveiro (Portugal) i troben
la preséncia de betalactamases tipus TEM, IMP i OXA-2-tipus. En I’altre analitzen les
aiglies de diferents rius dels Estats Units i curiosament troben un clon d’Enterobacter
asburiae productor de la carbapenemasa IMI-2, enzim relacionat amb la IMI-1 i Nmc-A
descrits en soques d’E. cloacae.

Es doncs el primer treball on en I’analisi d’aigiies, concretament d’aigiies
residuals, es descriu la preséncia de BLEA i cefamicinases. Aquestes dades ens fan
pensar que, probablement, el mostrejar les aigilies residuals humanes pot ser un meétode
de cribatge rapid i economic, que pot ser representatiu de la prevalenga d’aquests

enzims a la comunitat.
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3.2.7 Resum dels resultats de prevalenca i caracteritzacié de BLEA, cefamicinases i

carbapenemases

La prevalenga de BLEA 1 cefamicinases plasmidiques en els diferents habitats

d'estudi es pot observar a la taula 13.

Positius per

Mostres Positius per
estudiades BLEA
Malalts 8020 155 (1,93%)
Portadors fecals 948 63 (6,6%)

Portadors fecals afectats

0,
per un brot alimentari ol 1 GLI)
Aliments 738 3(0,4%)
Granges de conills 10 2 (20%)
Granges de porcs 10 8 (80%)
Granges d’aus 10 10 (100%)
Aiglies residuals 5 5 (100%)

cefamicinasa
3 (0,04%)

6 (0,63%)

1 (10%)

7 (70%)
1 (20%)

Taula 13: Resum de la prevalenca de BLEA i cefamicinasa plasmidica en enterobacteris

aillats en diferents ecosistemes.

El fet que s'hagin trobat soques portadores de BLEA en tots els habitats, fa

pensar que aquests enzims han difos per tot arreu, encara que la seva prevalenga es

manté a nivells baixos. Pel que fa a les cefamicinases plasmidiques també¢ s'ha vist que

la seva distribucid és ampla, encara que inferior a la de les BLEA, i la seva prevalenca

¢s encara molt més baixa. D’enterobacteris productors de carbapenemases no se n’han

trobat en cap dels habitats d’estudi.

El resultat de la caracteritzacid de les betalactamases trobades als diferents

habitats es pot observar a la taula 14 i a la figura 18.
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Betalactamasa Malalts Portadorss Brots Aliments Conills Porcs Aus  Aigiies TOTAL

fecals
CTX-M-1 2 27 3 32
CTX-M-10 1 1 2
CTX-M-3 3 1 4
CTX-M-15 7 5 12
CTX-M-32 3 4 2 2 1 12
CTX-M-9 20 16 15 1 10 13 75
CTX-M-14 71 34 38 3 2 30 10 188
CTX-M-51 1 1
SHV-2 8 1 1 10
SHV-5 5 1 4 1 11
SHV-12 30 11 7 8 5 4 65
TEM-4 1 1
TEM-10 1 1
TEM-12 1 1
TEM-52 1 2 3 2 3 11
CMY-2 3 7 1 13 1 25
TOTAL 157 81 66 4 4 39 67 33 451

Taula 14: BLEA i cefamicinases presents en els diferents habitats.

En tots els habitats es van trobar cefamicinases plasmidiques encara que com
s’ha esmentat, en una baixa freqiiéncia, i totes elles van ser caracteritzades com a CMY-
2. Les BLEA han estat trobades en tots els habitats, essent la familia predominant la
tipus CTX-M, seguida de la tipus SHV 1 finalment la tipus TEM, que ¢és aillada de
forma ocasional en alguns ecosistemes. L’enzim CTX-M-14, seguit de CTX-M-9 son
les betalactamases més freqiients, amb excepcid6 de les granges de porcs on la
predominant és CTX-M-1 1 les aiglies residuals on predomina CTX-M-9. Després
trobem SHV-12, i finalment hi ha les altres BLEA descrites de manera esporadica.

El fet de que a les aigiies residuals la betalactamasa més freqiientment aillada

sigui CTX-M-9, seguida de CTX-M-14 i SHV-12, es podria deure a que les mostres
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d’aigiies van ser recollides I’any 2002, mentre que la recollida de la resta de mostres es
realitza al 2003. Aquesta hipotesi ve recolzada per els resultats obtinguts en el primer
estudi d’aquesta tesi, on la betalactamasa més freqlient present tant en portadors fecals
com en malalts al 2002 és I’enzim CTX-M-9.

Finalment, cal remarcar la preséncia gairebé exclusiva en el sol de les granges de
porc de I’enzim CTX-M-1, que es troba de forma esporadica en alguns dels altres
ecosistemes i, per altra que les CTX-M predominants en els altres habitats, CTX-M-14 i

CTX-M-9, no es troben en les granges de porcs.

Portadors fecals afectats
Malalts ingressats Portadors fecals per un brot alimentari
[l CTX-M-32

vVoew

Bl sHV-2 Granges de porcs Granges de aus Aigiies residuals

B sHv-5
[ sHv-12
O teEm-4
I TEM-10
Il TEM-12

[ TEM-52

= CTX-M-1
[l CTX-M-3
] CTX-M-9
I ctx-Mm-10
Il CTX-M-14
[ CTX-M-15

Figura 18: Prevalenca de cada tipus de BLEA en els diferents ecosistemes d’estudi.
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3.2.8 Resistencies associades

Una de les caracteristiques del mecanisme de resisténcia per produccié de BLEA
o cefamicinasa €s que va associat a d’altres mecanismes que confereixen resisténcia a
altres antibiotics®'. Mitjancant la técnica de disc-difusié es va determinar el patrd de
resisténcies associades que presentaven les soques productores de BLEA o
cefamicinasa. Els antimicrobians testats van ser: kanamicina (KM), gentamicina (GM),
tobramicina (TM), amicacina (AK), fosfomicina (FOS), sulfonamides (S3), trimetoprim
(TP), cotrimoxazol (SXT), cloramfenicol (CHL), acid nalidixic (NAL), ciprofloxacina
(CIP), nitrofurantoina (FUR) i tetraciclina (TET).

Com que les resisténcies associades de les soques productores de BLEA o
cefamicinasa no mostraven cap diferéncia entre els diferents ecosistemes d’estudi, s’han
agrupat els diferents patrons de resisténcies associades en funcié del tipus de
betalactamasa que es va caracteritzar independentment de 1’habitat d’on s’aillaren. La
taula 15 recull les resisténcies associades observades en les diferents betalactamases.

En les soques productores de BLEA es va observar que el 19% eren resistents a
kanamicina, el 5,6% a gentamicina, 6,8% a tobramicina, el 0,7% a amicacina, el 66,2%
a sulfonamides, el 53,5 % a cotrimoxazol, el 54,7% a trimetoprim, el 22,3% a
cloramfenicol, el 25,1% a ciprofloxacina, el 55,1% a acid nalidixic, el 12,7% a
nitrofurantoina, el 73,5% a tetraciclina i no es va trobar cap soca resistent a fosfomicina.
Aquestes dades contrasten amb les obtingudes per Rodriguez-Bafio et al*'' que
descriuen soques d’E. coli portadores de BLEA (aillades del 2001 al 2002) a Sevilla en
malalts no hospitalitzats, amb uns percentatges de resisténcia molt més elevats: a
ciprofloxacina del 78%, a gentamicina del 26%, a amicacina del 4% i a cotrimoxazol
del 71%. També Brigante et al**%, descriuen la preséncia de soques d’E. coli productores

de BLEA de 1999 a 2003 en un hospital italia, i troben que un 77,3% de les soques son
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resistents a tetraciclina, 62,3% a cotrimoxazol, 49% a ciprofloxacina, 18,9% a
gentamicina i 1,8% a amicacina.

En el cas de les soques productores de cefamicinases es va trobar que el 56%
eren resistents a kanamicina, gentamicina, i tobramicina, el 96% a sulfonamides, el 36%
a cotrimoxazol, el 40% a trimetoprim, el 80% a cloramfenicol, el 36% a ciprofloxacina,
el 64% a acid nalidixic, el 96% a tetraciclina i no es va trobar cap soca resistent a
amicacina, fosfomicina ni nitrofurantoina. Si comparem aquestes dades amb les de les
soques productores de BLEA, les soques productores de cefamicinasa presenten una
major multirresisténcia, principalment als aminoglucosids. Podem comparar aquestes
dades amb les trobades per Yan et al**, que descriuen la preséncia de soques d’E. coli
productores de CMY-2 en animals, carn picada i humans al sud de Taiwan al 2002, amb
una resisténcia a cotrimoxazol del 92,5%, a gentamicina del 70%, a tobramicina del
40,7%, a cloramfenicol del 77,7%, a acid nalidixic del 70%, a ciprofloxacina del 59,2%
1 tampoc no troben cap soca resistent a amicacina.

Quan analitzem els multiples patrons de multirresisténcia associada a la
producciéo de BLEA o cefamicinasa no trobem cap patrd destacable, només es podria
destacar la preséncia del patré sulfonamides, trimetoprim i cotrimoxazol associat a
tetraciclina o cloramfenicol en les betalactamases del grup de la CTX-M-9. Aquest
fenotip ve donat per la preséncia de I'integré In60'" que conté el gen blacrxo 0 el
blactx-m-14b, pero no explica el patr6é de les soques amb CTX-M-14a. El fet de que no
totes les soques que codifiquen CTX-M-9 o CTX-M-14b portin associades aquestes
resisténcies també es podria explicar per les dades trobades per Garcia et al*** que
descriuen una gran variabilitat en I’estructura de 1’In60, amb deleccions i insercions en
diferents fragments de I’integro. La resisténcia conjunta a sulfonamides, trimetoprim i

cotrimoxazol en 1’enzim CTX-M-14a podria venir marcada per integrons sull-type’”,
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que soOn integrons que tenen gens de resisténcia a aminoglicosids, a sulfonamides 1 a
trimetoprim. Tot i que el gen blacTx.m.14a NO €s troba codificat dins d’un integro, si que
¢és possible que la soca que produeix aquesta betalactamasa porti un integro d’aquest
tipus, bé sigui en el seu genoma o en algun plasmidi.

Per altra banda, el 60% dels patrons de multirresisténcia contenen la resisténcia
als aminoglucosids, principalment a kanamicina seguit per gentamicina. La resisténcia a
aquests antimicrobians es deu en enterobacteris, majoritariament, a la preséncia de dos
enzims, I’AAC(6) que confereix resisténcia a kanamicina, tobramicina i netilmicina, el
qual normalment va associat amb I’AAC(3) que afegeix la resisténcia a la gentamicina.
L’entorn genétic d’aquests enzims mostra la preséncia d’integrons i transposons®®**’.

Finalment, pel que fa a la resisténcia a quinolones comentar que el principal
mecanisme és degut a mutacions cromosomiques, encara que han estat descrits gens de
resisténcies a quinolones codificats en plasmidis®****°. Aquests gens codifiquen per els
enzims Qnr, que protegeixen la DNAgirasa, primera diana de les quinolones en
enterobacteris. Per mitja dels iniciadors QNRup (5’-ATGGATATTATTGATAAAGTT-
3’) 1 QNRdn (5’-CTAATCCGGCAGCACTATTA-3’) es va determinar la prevalenca
del gen gnr en totes les soques amb BLEA o cefamicinasa, i en cap cas varem obtenir
amplificat. Aquests resultats poden deure’s al fet que els iniciadors emprats només
amplifiquen pel gen gnrA i no pels gens qnrB o gnrS, essent el gen qnrB el més descrit
en soques productores de BLEA i/o cefamicinasa®'. Encara que aquest estudi és
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contradictori amb el realitzat per Lavigne et al~~ que troben que el 7,7% de les soques

d’E. coli productores de CTX-M codifiquen el gen gnrA.
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KM,GM,TM,S3,TP,SXT,AK,FUR
KM,GM,TM,S3,TP,SXT,CHL,FUR, TET

KM,GM,TM,S3,TP,SXT,CHL,TET 4

KM,GM,TM,S3,TP,SXT,TET 1

KM,GM,TM,S3,TP,CHL,TET

KM,GM,TM,S3,CHL,TET

KM,GM,S3,TP,SXT,CHL,FUR

KM,GM,S3,TP,SXT,TET 1

KM,GM,S3,TP,SXT

KM,GM,S3,TP,SXT,CHL,TET 2

KM, TM,S3,TP,SXT,CHL,FUR,TET 1

KM, TM,S3,TP,SXT,TET 2 1

KM, TM,S3,TP,SXT,CHL,AK,FUR,TET

KM, TM,TP,SXT,TET 1

KM, TM 1

KM,TM,S3,AK

KM,TM,S3

KM,S3,TP,SXT,CHL,TET 1 2 3 7 1
KM,S3,TP,SXT,CHL,FUR,TET 2
KM,S3,TP,SXT,TET 1
KM,S3,TP,SXT,FUR,TET

KM,S3,TP,SXT,FUR

KM,S3,TP,SXT

KM,S3,TET 1

KM,S3 1

KM,TP,SXT,TET 1

KM,FUR,TET

KM,TET 1

GM,TM,S3,TP,SXT,CHL,TET 1

GM,TM,S3,TP,SXT,TET

GM,S3,TP,SXT,CHL,TET 1

GM,S3,TP,SXT,TET 1

GM,S3,TP,SXT

GM,S3,TET

GM 1
TM,S3,TP,SXT,CHL,TET
S3,TP,SXT,CHL,FUR,TET
S3,TP,SXT,CHL,FUR
S3,TP,SXT,CHL,TET
S3,TP,SXT,TET
S3,TP,SXT,CHL 1
S3,TP,SXT,FUR,TET
S3,TP,SXT 2 I :
S3,SXT,TE 1
S3,SXT,CHL,TET 1

S3,CHL,TET 4

S3,CHL

S3,FUR,TET 1

S3,TET 4 1

S ! 5
TP,SXT,FUR

TP,SXT,TET

TP,FUR,TE 1

TP,FUR 1

TP,CHL,TET

TP,TET 1 1
TP 1
CHL,TET 1

FUR,TET 2

FUR 1 3
TET 5

TOTAL 49 5 73 149 10 24
Sense resisténcia associada 9 1 0 14 5 1
% RESISTENTS 89 100 100 95 71 96

Taula 15: Patrons de resisténcies associats observats en les diferents betalactamases

trobades (KN: kanamicina, GM: gentamicina, TM: tobramicina, S3: sulfonamides, TP: trimetoprim,
SXT: cotrimoxazol, AK: amicacina, FUR: nitrofurantoina, CHL: cloramfenicol, TET: tetraciclina)
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Les betalactamases d'espectre ampliat i les cefamicinases han estat trobades en tots
els ecosistemes estudiats (humans, animals, aliments 1 aigiies residuals). No s’han
detectat carbapenemases en cap dels ecosistemes citats.

La prevalenca de BLEA 1 cefamicinases ha estat més elevada en els ecosistemes
d'ambit extrahospitalari (portadors fecals, sol de granges d'animals i aigiies residuals
humanes) que en mostres cliniques, fet que recolza la hipotesi que la comunitat pot
fer de reservori d'aquest mecanisme de resisténcia.

Escherichia coli ha estat 1’nica espécie que s’ha aillat en tots els ecosistemes
excepte en el subsol de les granges de conills on s’ailla una soca d’E. cloacae
productora de BLEA. En el grup de mostres cliniques s'han aillat a més a més
soques de P. mirabilis, E. cloacae, K. oxytoca, C. freundii i Salmonella.

En l'estudi de portadors fecals atesos als Serveis d'Urgencies s'ha observat una
distribucio temporal significativa de la prevalenga de BLEA, essent major en el
periode d'estiu i menor en el d'hivern. Distribuci6 inversa a l'obtinguda pel consum
d’antibiotic dels ambulatoris de I'area d'influéncia. La major prevalenga s'ha
observat en la poblacié de menors de 25 anys. Aquest fet pot reflectir la importancia
de la pressio selectiva a la comunitat.

Les prevalences trobades en els portadors fecals afectats per un brot alimentari, que
en molts d'ells son superiors a les trobades en els portadors fecals, fa pensar que
l'aliment és un vector de les soques productores de BLEA, que en aquest cas concret
difonen juntament amb 1'agent causal del brot, perd que no en sén la causa.

S’han aillat tres soques d’enterobacteris productors de BLEA en aliments, una K.
pneumoniae i 2 E. coli. Alertant aixi del possible paper que els aliments poden jugar

en la difusié d’aquests enzims.
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7.

10.

11.

12.

13.

L'estudi de la femta del subsol de les granges, en comptes de I'estudi individualitzat
de la femta de cada animal, sembla ser una eina util per a determinar la prevalenga
de BLEA o cefamicinases en els portadors animals.

De la mateixa manera, I'estudi de les aiglies residuals humanes €s un reflex del que
es pot trobar a la comunitat i, per tant, poden utilitzar-se com a meétode de cribatge
per a avaluar la prevalenca i el tipus d'enzims presents, en els portadors humans.

Les BLEA de la familia CTX-M han estat les més aillades en tots els ecosistemes, i
concretament la CTX-M-14, excepte en la femta del subsol de les granges de porcs
on I’enzim predominant ha estat CTX-M-1. Tamb¢ cal destacar l'elevada preséncia
de I’enzim SHV-12.

La unica cefamicinasa trobada en els diferents ecosistemes ha estat CMY-2.

Un 66% de les soques productores de BLEA porten associada la resisténcia a algun
altre antimicrobia, principalment les sulfonamides, el trimetoprim i a I'acid nalidixic.
El 96% de les soques productores de CMY-2 porten associada la resisténcia a algun
altre antimicrobia, principalment sulfonamides, tetraciclina, i cloramfenicol, essent
la meitat d'elles resistents també a aminoglucosids i quinolones.

Ni en les soques amb BLEA, ni en les soques amb CMY-2 s'ha trobat un patro
majoritari de resisténcies associades, amb 1’excepcio de les BLEA tipus CTX-M-9
que presenten el patrd sulfonamides, trimetoprim, cotrimoxazol, associat moltes

vegades a cloramfenicol o tetraciclina.
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Objectives: The aim of the present study was to characterize and compare the extended-spectrum
B-lactamase (ESBL)-producing organisms isolated from clinical samples and faecal carriers in 2001
and 2002.

Methods: A total of 5251 Enterobacteriaceae isolated from clinical samples and 1321 stool samples were
evaluated for the presence of ESBLs. The stool samples were spread onto plates of MacConkey agar
containing 2 mg/L cefotaxime for selection of ESBL-producing strains. These strains were defined as
those showing synergism between amoxicillin/clavulanic acid and third-generation cephalosporins.
The B-lactamases involved were characterized by isoelectric focusing, PCR assays and DNA sequencing.

Results: The prevalence of ESBL-producing strains among clinical Enterobacteriaceae was 1.7%. Of these,
87.6% produced CTX-M, 25.8% produced SHV and 2.2% were TEM-type-producing strains. All clinical ESBL-
producing strains were Escherichia coli, with the exception of four Klebsiella pneumoniae and one
Citrobacter freundii. The prevalence of faecal carriage of ESBL-producing organisms was 3.3%. Of
these, 75% produced CTX-M-type enzymes followed by 22.7% SHV-producing strains. All faecal ESBL-
producing strains were E. coli except for one Enterobacter cloacae and one Proteus mirabilis. This latter
strain produced the PER-1 enzyme reported for the first time in Spain.

Conclusions: The prevalence of ESBL-producing strains in stool samples was higher than that observed
in clinical samples from the same period. The different types of ESBLs found were similar in both contexts.
The most prevalent ESBLs were the CTX-M-related enzymes, with nine different types, followed by SHV-12.

Keywords: ESBLs, CTX-M, SHV, PER-1

Introduction

Enterobacteriaceae carrying extended-spectrum [3-lactamases
(ESBLs) or plasmid-mediated cephamycinases have emerged as
significant pathogens. Such strains, usually resistant to multiple
antimicrobial agents, can be challenging to treat, as therapeutic
options are few.! Infections due to such strains are associated
with prolonged hospital stays, increased healthcare costs and, in
the setting of bloodstream involvement, increased mortality if
appropriate therapy is delayed.'

Several papers have recently described the prevalence of ESBLs
in the community, mainly in patients with urinary tract infections or
ambulatory patients with chronic conditions.'™ This marks a ser-
ious problem, as infections with ESBL-containing bacteria have

mostly been described as nosocomially-acquired or nursing-home-
related.’

Since 1994, a low prevalence of ESBL-producing strains has
been observed at our hospital.* This finding differs from the higher
prevalence (3.3%) observed among faecal carriers between 2001
and 2002.% At this point, the aim of the present study was to char-
acterize and compare the ESBLs found in clinical and stool samples
between 2001 and 2002.

Materials and methods

Bacterial isolates

A total of 5251 Enterobacteriaceae strains, 3177 Escherichia coli, 361
Klebsiella pneumoniae, 113 Klebsiella oxytoca, 379 Proteus mirabilis,

*Corresponding author. Servei de Microbiologia, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, Av. Sant Antoni M. Claret, 167, 08025 Barcelona, Spain.
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17 Proteus vulgaris, 3 Proteus penneri, 106 Morganella morganii,
11 Providencia spp., 260 Enterobacter cloacae, 93 Enterobacter aero-
genes, 84 Serratia marcescens, 67 Citrobacter freundii, 45 Citrobacter
koseri, 498 Salmonella enterica and 37 Shigella spp., were isolated in
2001 and 2002. All strains were from non-duplicate clinically relevant
samples of patients who attended the Hospital de la Santa Creu i Sant
Pau and all of them were evaluated for the presence of ESBLs.

Forty-four ESBL-producing strains isolated from 1321 stool sam-
ples collected from patients who attended the emergency room from
February to May 2001, from April to June 2002 and in October 2002°
were also characterized.

Susceptibility test

Susceptibility to B-lactam antibiotics was determined by the disc dif-
fusion test on Mueller-Hinton agar (Maim, Vic, Spain), following
NCCLS recommendations.® The discs were purchased from Bio-
Rad, Marnes-la-Coquette, France. The antibiotics tested were amox-
icillin/clavulanic acid, cefoxitin, cefotaxime, ceftazidime, aztreonam,
cefepime and imipenem. The MICs of cefotaxime and ceftazidime,
with and without clavulanic acid, were later determined by Etest (AB
Biodisk, Solna, Sweden). Strains producing ESBL were defined as
strains showing synergism between amoxicillin/clavulanic acid and
cefotaxime, ceftazidime, aztreonam or cefepime.

Isoelectric focusing

Isoelectric focusing was carried out as described previously.*
Enzyme activities in the revealed gel were detected by the iodometric
method.

PCR assays

Specific primers for blasyy, blactx.m.o-related and blargy were used
as described previously.* The following primers were respectively
used for blactxv.i-related, blacrxo-related, blacrxm.z-related
and blapgg: CTX-M-lup (5-AAGGCGTTTTGACAGACTAT-3')
and CTX-M-1dn (5-CCGTTTCCGCTATTACAA-3'), CTX-M-2up
(5-TAGGTGGTAATGGAGGAT-3") and CTX-M-2dn (5'-GTT-
CAGGAGCACATTTTTAA-3), CTX-M-3up (5-ATGGTTAAA-
AAATCACTGCG-3") and CTX-M-3dn (5'-CTATTACAAACCGTC-
GGTG-3'), and PER-1-A (5-TGACGATCTGGAACCTTT-3’) and
PER-1-B (5'-AACTGCATAACTACTCC-3') in standard conditions.

DNA sequencing

DNA sequencing of PCR products was done by the dideoxy method
with primers mentioned above, the Thermo Sequenase™ Cy™;5 Dye
Terminator Sequencing kit (Amersham Biosciences, Little Chalfont
Buckinghamshire, UK) and the Automatic Laser Fluorescent DNA
Sequencer (ALF, Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden). Nucle-
otide and deduced protein sequences were analysed using the DN Astar
Lasergene software package and using the Internet at the National
Center for Biotechnology Information website (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov).

Results

Eighty-nine clinically relevant ESBL-producing strains out
of 5251 Enterobacteriaceae (1.7%) were isolated during 2001—
2002 (Table 1). Of these, 84 were E. coli, 4 K. pneumoniae and
1 C. freundii.

The blactxm type was the most frequent ESBL, represent-
ing 87.6% out of 89 ESBL-producing strains (75 E. coli,

ESBL:s in clinical and faecal samples

2 K. pneumoniae and 1 C. freundii). Of these, CTX-M-9 was
the most frequent enzyme, found alone in 31 strains and associated
with SHV-12 in 14. The second most frequent ESBL was CTX-
M-14 with 23 strains. Finally, we also found seven CTX-M-1, one
CTX-M-2, one CTX-M-3 and one CTX-M-32 (Table 1).

The SHV-type represented 25.8% of the 89 ESBL-producing
strains detected (21 E. coli, and 2 K. pneumoniae). The main
enzyme present was SHV-12, isolated alone in seven strains and
associated with CTX-M-9 in 14. Thus, all strains with SHV-12
enzyme isolated in 2001 and 50% of these isolates in 2002 also
produced the CTX-M-9 enzyme. Finally, we also found two
SHV-2-producing strains.

The presence of TEM-type ESBLs was low, 2.2%; recovered
from two E. coli strains (both in 2001), one carrying blatgm. 1o
and one blaTEM_104.

A total of 44 ESBL-producing strains (including 42 E. coli,
1 P. mirabilis and 1 E. cloacae) from the 1321 stool samples
were isolated (3.3%) (Table 1). We did not isolate any ESBL-
producing K. pneumoniae during the three periods evaluated.
No previous hospitalization was documented in faecal carriers
in the 3 months prior to sample collection. From the 44 ESBL-
producing strains, 33 produced a CTX-M enzyme (75%). Of these,
69.7% belonged to the CTX-M-9 group (18 CTX-M-9 and
5 CTX-M-14), whereas the remaining enzymes belonged to the
CTX-M-1 group [one CTX-M-1, one CTX-M-3, four CTX-M-15,
three CTX-M-29, and one the new CTX-M-34 enzyme
(AYS515297)]. Apart from CTX-M types, the SHV-12 enzyme
was detected in nine strains (20.4%). One strain expressed
SHV-2 and another PER-1.

The CTX-M-34-carrying strain was isolated in April 2002
from a 27-year-old female. It was resistant only to nalidixic
acid and remained susceptible to fluoroquinolones, aminoglycos-
ides, tetracycline and chloramphenicol. The enzyme showed a pl
near 8.2 and preference for cefotaxime substrate, like most of the
CTX-M enzymes.

Discussion

Although the prevalence of ESBL in our hospital is low, an increase
in ESBL-producing clinical E. coli strains was observed between
1994 (0.08%) and 2003 (2.6%). This was due to an increase in
the prevalence of CTX-M-related enzymes and the appearance of
SHV-12. This situation has been also observed around Spain.z’7
The first CTX-M enzyme described in our hospital was the
CTX-M-9 from an E. coli isolated in 1996;4 it was the most pre-
valent enzyme until 2003 when it was displaced by CTX-M-14.
CTX-M-14 appeared in our hospital in 1999 and we observed a
3-fold increase between 2001 and 2002. Since 2001, we have
also observed an increase in the diversity of CTX-M enzymes
(CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-3 and CTX-M-32).

The prevalence of ESBL-producing strains in stool samples was
higher than that observed in clinical samples from the same period.
The proportion of the different ESBL-types found in both envir-
onments was similar, with the CTX-M-type being the most
prevalent enzyme found. We also emphasize the absence of the
TEM-type enzymes in faecal samples, the first description to our
knowledge of PER-1 enzyme in Spain in one P. mirabilis strain and
the detection of the new enzyme CTX-M-34, not described in
clinical samples to date. The rapid emergence of the CTX-M-
type enzymes as the predominant ESBLs in faecal carriers is not
an isolated phenomenon.z‘3’5 7 Several elements, such as plasmids,
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Table 1. Prevalence of ESBLs in Enterobacteriaceae clinical samples and faecal carriers in 2001 and 2002, by time periods

Clinical strains*

Faecal carriers*

Total 2001 2002 Total February—-May 2001  April-June 2002  October 2002
n 5251 2878 2373 1321 707 454 160
ESBL-producers (%) 89 (1.7) 35(1.2) 54 (2.2) 44 (3.3) 15 (2.1) 17 (3.8) 12 (7.5)
CTX-M (%) 78 (87.6) 33 (94.2) 45 (83.3) 33 (75) 12 (80) 13 (76.5) 8 (66.6)
CTX-M-1 7 (7.8) 3* 4 1(2.3) - 1 -
CTX-M-2 1 (1.1 1 - - - - -
CTX-M-3 1 (1.1) - 1° 1(23) 1 - -
CTX-M-9 45 (50.5) 23%¢ 22¢ 18 (40.9) 9 7 2
CTX-M-14 23 (25.8) 6 17 5(11.3) 1 1 3
CTX-M-15 - - - 4 (9.0 1 1 2
CTX-M-29 - - - 3 (6.8) - 2 1
CTX-M-32 1 (1.1 - 1 - - - -
CTX-M-34 - - - 1(2.3) - 1 -
SHV (%) 23 (25.8) 10 (28.6) 13 (24) 10 (22.7) 2 (13.3) 4 (23.5) 4 (33.4)
SHV-2 2(2.2) 28 - 1 (2.3) - 1 -
SHV-12 21 (23.6) 8¢ 13%¢ 9 (20.4) 2 3 44
TEM (%) 2(2.2) 2(5.7) - - - - -
TEM-19 1 (1.1 1 - - - - -
TEM-104 1 (1.1) 1 - - - - -
PER (%) - - - 1(2.3) 1° - -

*All were E. coli strains except for those indicated by superscript letters.
“One of these isolates was a K. pneumoniae strain.

®One C. freundii strain.

“Eight strains in 2001and six in 2002 presented CTX-M-9 and SHV-12.
YOne E. cloacae strain.

“One P. mirabilis strain.

insertion sequences, transposons or integrons, may be involved in
the mobilization of CTX-M genes.>’ These elements can also
carry genes for resistance to multiple other antibiotics, including
sulphonamides, trimethoprim, aminoglycosides, tetracycline and
chloramphenicol. When we analysed the resistance to the other
antimicrobial agents tested we observed that all the strains, except
CTX-M-34-producing E. coli, showed multi-antibiotic resistance.
CTX-M-9-, CTX-M-14- and SHV-12-producing strains were
mostly resistant to streptomycin, sulphonamides, trimethoprim
and nalidixic acid (data not shown).

One hypothesis concerning the possible diffusion of ESBLs
among the community is through animal food products where
the selection in commensal and in zoonotic enteropathogens
for antimicrobial resistance is possible.® Nevertheless, non-animal
food stuffs could also contribute to this diffusion (ESBLs have been
detected in animal food; data not shown). In a previous paper, we
documented ESBL and plasmid-mediated cephamycinase-
producing E. coli, probably transmitted within the community
through the food supply.9 Moreover, other factors, such as mobile
genetic elements like plasmids, transposons, integrons or bacterio-
phages, could also contribute.'*"-1

Although we do not have data on the previous administration
of antibacterial drugs in all the studied patients, it is possible
that healthy people could act as a reservoir of these ESBLs as a
consequence of antibiotic use in the community. Further studies
should be undertaken to determine the diffusion mechanisms of

these enzymes, as well as the length of time an ESBL strain may be
carried in the digestive tract.

Nucleotide sequence accession number

The accession number of the nucleotide sequence of the
blacrxm.z4 gene in the GenBank database is AY515297.
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Objectives: This study aimed to determine the presence of extended-spectrum B-lactamase (ESBL)-
producing Enterobacteriaceae in different environments.

Methods: Clinical samples and stool samples from animal farms, sewage, human faecal carriers attending
the emergency room and faecal carriers in the context of food-borne disease outbreaks were subcultured
onto MacConkey agar supplemented with cefotaxime for the detection of ESBL-producing Enterobacteri-
aceae. Identification, susceptibility pattern and ERIC-PCR were used for clone delineation in each sample.
Community consumption of antibiotics was also recorded.

Results: An ESBL-producing Enterobacteriaceae prevalence of 1.9% was observed in human infections. A
cross-sectional survey of human faecal carriers in the community showed a general prevalence of 6.6% with
atemporal distribution. High use of antibiotics in winter coincided with alower prevalencein carriers. ESBL-
producing Enterobacteriaceae were detected in the five samples of human sewage, in samples from 8 of
10 pig farms, 2 of 10 rabbit farms, from all 10 poultry farms and in 3 of 738 food samples studied. Faecal
carriage of ESBL-producing Enterobacteriaceae was detected in samples from 19 of 61 food-borne out-
breaks evaluated. All food-borne outbreaks were due to enteropathogens. The prevalence of carriers in
these outbreaks ranged from 4.4% to 66.6%.

Conclusions: This widespread occurrence of ESBL-producing Enterobacteriaceae suggests that the com-
munity could act as a reservoir and that food could contribute to the spread of these strains.

Keywords: B-lactamases, drug resistance, ESBLs, food outbreaks, farms, sewage

Introduction

Strains of Enterobacteriaceae that produce extended-spectrum
B-lactamases (ESBLs) have emerged as significant pathogens.
First reported in the mid-1980s, they were mainly found in Kleb-
siella pneumoniae and Escherichia coli although they can now be
found in many other species.'

Reports of infection or colonization with ESBL-producing
Enterobacteriaceae strains have focused mainly on hospitalized

patients or nursing home residents." However, ESBL-producing
Enterobacteriaceae have also been described in animals and
in patients in the community, with and without chronic
conditions.® As little is known about ESBL dissemination
mechanisms, we undertook an extensive epidemiological
analysis to determine the presence of ESBL-producing
Enterobacteriaceae strains in different environments: human
infections and faecal carriers, human faecal carriers in the context
of food-borne outbreaks, cooked and uncooked food, animal

*Correspondence address. Servei de Microbiologia, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, Sant Antoni M" Claret 167, 08025 Barcelona, Spain.
Tel: +34-932919071; Fax: +34-932919070; E-mail: fnavarror @santpau.es
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farms for food production, and human sewage in Barcelona
(Spain).

Materials and methods

Samples

Human infections. All clinical samples from patients attending the
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (HSP) and Hospital de la Vall
d’Hebron (HVH) in Barcelona during 2003 were included. A total of
8020 Enterobacteriaceae were isolated and screened for the presence
of ESBLs. Only one isolate per patient was included.

Human faecal carriers. According to our previous data,>* (assuming
a prevalence of 7%, a precision of 2% and adding 50% for lost
samples), to obtain a final sample of 950, we tested 160 stool sam-
ples each month from patients attending the emergency room for the
presence of ESBL producers; none of these patients was from a
nursing home or a healthcare centre or was involved in a food-
borne outbreak. A cross-sectional survey was conducted over 6
months in 2003 (February, March, May, July, September and
November). Census data for Barcelona city were used to stratify
the population according to age. Subjects were divided into younger
than 26 years (25%), between 25 and 65 (50%) and older than 65
(25%). Each month, 40 stools from people under 26 years of age, 80
from people 26-65, and 40 stools from people over 65 were collec-
ted. Once these figures were reached for a group, collection for that
group was stopped for that month. Statistical methods included ana-
lysis of the contingency table (x° test) and calculation of 95% con-
fidence interval (CI) for the parameters. Analyses were performed
using the SPSS (V14) and Epi Info (V6) software.

Human faecal carriers in the context of food-borne disease
outbreaks. A total of 544 stool samples (one per patient) from people
involved in 61 food-borne disease outbreaks were evaluated in 2003.
The number of stools available for study in each outbreak ranged
between 3 and 45.

Food. A total of 155 salads (containing lettuce and tomatoes) and 583
cooked foods from the HVH catering service were evaluated.

Animal farms. A total of 10 pig, 10 rabbit and 10 poultry farms in
Catalonia (Spain) were evaluated. Ten samples of 10 g of floor
samples of faecal material were collected and processed independ-
ently for each farm.

Sewage. Five samples were collected from the influent raw urban
sewage at two wastewater treatment plants from August 2000 to
April 2003. Treatment plant 1 is a physicochemical plant serving
a large conurbation of ~1400000 inhabitants, while plant 2 is an
aerated activated sludge-treatment plant receiving sewage from a
population of ~400 000.

Microbiological studies

Stool samples. Stool samples from faecal carriers and faecal carriers
affected by food-borne outbreaks were inoculated onto MacConkey
agar plates containing 2 mg/L cefotaxime (MacC-CTX) and incub-
ated at 37°C for 48 h under aerobic conditions. These plates were
controlled by growing: a SHV-2-producing K. pneumoniae strain;
TEM-3 and TEM-24-producing K. pneumoniae strains; a CTX-M-9-
producing E. coli strain; and E. coli ATCC 25922 as a susceptible
control strain.

Food samples. Each food sample (25 g) was placed in 225 mL of
peptone water. After overnight incubation at 37°C, an aliquot of
1 mL was inoculated in MacC-CTX broth and incubated overnight
at 37°C. In case of turbidity or bacterial growth, a subculture was
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made on MacC-CTX agar and incubated overnight at 37°C under
aerobic conditions.

Farm samples. Floor samples of faecal material (10 g) were homo-
genized in 90 mL of peptone water. Aliquots of 0.1 mL were plated
on MacC-CTX agar and incubated for 48 h at 37°C under anaerobic
conditions to avoid overgrowth of aerobic Gram-negative bacteria.

Sewage samples. A sample (1 mL) was inoculated in 2 mL of tryptic-
ase soy broth with cefotaxime (2 mg/L) (TSB-CTX) and incubated at
37°C for 2 h under aerobic conditions. After the pre-enrichment
procedure, 2 mL from each tube was inoculated in 10 mL of
TSB-CTX. Tubes were further incubated for 18 h at 37°C under
anaerobic conditions to avoid overgrowth of aerobic Gram-negative
bacteria. Each culture was diluted 10-fold with Ringer solution and
0.1 mL of each dilution was plated in duplicate onto MacC-CTX.
Plates were incubated using the conditions described above.

Strain selection

Except for clinical samples, whenever possible, three colonies rep-
resenting each morphological type on the MacC-CTX plates were
subcultured for subsequent characterization. Identification, suscept-
ibility pattern and ERIC-PCR were used for clone delineation. One
representative per clone was included.

ERIC-PCR

ERIC-PCR was performed with the oligonucleotide ERIC2 (5'-AAG
TAA GTG ACT GGG GTG AGC G-3') as described previously.’

Susceptibility testing

Susceptibility to B-lactam antibiotics was determined as described
previously.® ESBL-producing isolates were defined by synergy
between amoxicillin/clavulanic acid and any of cefotaxime, ceftazi-
dime, aztreonam or cefepime, and confirmed by Etest (AB Biodisk,
Solna, Sweden). The breakpoints used were those defined by CLSI
for Enterobacteriaceae. For Klebsiella oxytoca, only those isolates
showing resistance to ceftazidime were included; those susceptible to
ceftazidime, but resistant to aztreonam, were considered hyperpro-
ducers of chromosomal K1 B-lactamase.

Antibiotic consumption

Community antibiotic use was based on ambulatory care centre
data provided by the Catalan Health Institute. Antibiotics were
classified in the following groups: broad-spectrum penicillins,
cephalosporins, amoxicillin/clavulanic acid, quinolones, macrolides
and telithromycin.

Results

Table 1 shows the prevalence of ESBL-producing Enterobacteri-
aceae in the different environments.

Human infections

The prevalence of ESBL-producing isolates (155 out of 8020
Enterobacteriaceae isolates) was 1.9%. The prevalence of
ESBL per species was 127 of 5836 E. coli (2.2%), 1 of 46
Citrobacter freundii (2.2%), 14 of 742 K. pneumoniae (1.9%),
5 of 342 Salmonella enterica (1.5%), 4 of 264 Enterobacter
cloacae (1.5%), 2 of 144 K. oxytoca (1.4%) and 2 of 570 Proteus
mirabilis isolates (0.3%). These isolates were isolated from 5957
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Table 1. Prevalence of ESBL-producing Enterobacteriaceae in the different environments evaluated

Number of samples

Positive for ESBL

Prevalence (%) CI (95%)

Infections 8020

Faecal carriers 948

Human sewage
10*
10*
10

Poultry farms
Pig farms

Rabbit farms
Foods

738

Food-borne outbreaks 61°

15

5 1.9 1.63-2.23

127 E. coli

14

K. pneumoniae

5 S. enterica
4 E. cloacae
2 K. oxytoca
2 P. mirabilis
1 C. freundii

63
73

6.6 6.26-9.8

E. coli

1 K. pneumoniae
1 C. koseri

5
10
g
98

100
100
80
20

47.8-100
e 69.2-100
44.4-97.5

2.5-55.6

C

2 E. coli
1 E. cloacae

3

0.4 0.08-1.2

2 E. coli
1 K. pneumoniae

19

C

31.1 19.4-44.3

CI, confidence interval.

“Number of farms studied. Ten floor samples of faecal material of each farm were evaluated.
PAll patients affected by each food-borne outbreak were evaluated.

°All were E. coli isolates.

samples of urine, 927 of blood, 382 from the respiratory tract,
226 from stools and 528 from other samples.

Human faecal carriers

The prevalence of ESBL-producing isolates was 6.6% (63 of
948 stool samples). A statistically significant difference was
observed (P < 0.03) in the cross-sectional survey. A detailed
analysis using standard residuum showed that this difference
was mainly due to a decrease in positivity in May and an increase
in July (Figure 1). According to age, 9.4% (23 of 244; 95% CI:
6.1-13.8) of stool samples from younger people, 5.9% (29 of 486;
95% CI: 4-8.5) from people aged 26-65 years and 5% (11 of
218; 95% CI: 2.6-8.8) from older people were positive for ESBL
producers. Eleven of these faecal carriers had more than one
ESBL-producing isolate. Seventy-three out of 75 ESBL-produ-
cing strains were E. coli (97.3%), one K. pneumoniae and one
Citrobacter koseri.

Human faecal carriers in the context of food-borne
disease outbreaks
We found ESBL-producing strains in samples from 19 of the 61

outbreaks evaluated (31.1%). The prevalence of ESBL carriers
in each of these outbreaks ranged from 4.4% (2 of 45 stools

samples; CI 0.5-15.2) to 66.6% (6 of 9 stools samples; CI
29.9-92.5). A total of 66 clones of E. coli were isolated.

Food samples

Three of 738 (0.4%) studied foods harboured ESBL-producing
strains. Two E. coli strains were isolated from salads and one
K. pneumoniae strain was isolated from a cooked chicken, all
consumed in September.

Animal farms

ESBL-producing isolates were isolated from floor samples of
faecal material from 10 poultry, 8 pig and 2 rabbit farms. A
total of 51 E. coli ESBL-producing strains were identified on
the poultry farms, 39 E. coli on pig farms, and 2 E. coli and
1 E. cloacae on rabbit farms.

Sewage
A total of 32 ESBL-producing E. coli clones were identified from
the five human sewage samples.

Antibiotic consumption

Antibiotic consumption for B-lactams and macrolides was highest
between October and December 2003 and lowest in August 2003
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Figure 1. Prevalence of ESBL-producing Enterobacteriaceae in faecal carriers
during 2003, compared with antibiotic consumption (including B-lactams, mac-
rolides and fluoroquinolones). Black bars, 0-25 years old; grey bars, 26—65 years
old; white bars, >65 years old; filled diamonds, amoxicillin/clavulanic acid;
filled circles, total consumption; filled squares, overall prevalence.

(Figure 1). Amoxicillin/clavulanic acid was the most frequently
prescribed antibiotic, followed by broad-spectrum penicillins and
macrolides (Figure 1).

Discussion

ESBL-producing Enterobacteriaceae are infrequently reported in
human-related environments other than the clinical setting.1’2’7
The present study aimed to evaluate the prevalence of these
strains in human-related environments within a single geographic
area.

The prevalence of ESBLs in clinically relevant strains varies
from year to year, from region to region and even from hospital
to hospital.8 In the Hospital de la Santa Creu i Sant Pau in 1994,
the prevalence of ESBL-producing strains was 0.08% in E. coli
and 0.6% in K. pneumoniae.’ In 2003, however, this prevalence
increased to 2.6% and 1.7%, respectively. Hospital Vall d’Heb-
ron, in the same city, serves a different population and the pre-
valence in 2003 was similar: 1.8% in E. coli, 2% in
K. pneumoniae. These figures are comparable to those from
other studies in Spain.'® The appearance of species such as
C. freundii, E. cloacae, K. oxytoca or S. enterica spp. in both
hospitals is of particular note.

Regarding human faecal carriers in the community, there was
a temporal distribution of ESBL-producing Enterobacteriaceae.
Prevalence was highest between July and November and lowest
between February and May. The same fluctuation was observed
in a previous study>* performed in the same area. It thus seems
realistic to take the time of year into account when comparing
ESBL prevalence in faecal carriers. The prevalence was 2.1%
(95% CI: 1.2-3.5) in winter—spring 2001, whereas during the
same period in 2003 it increased to 4% (95% CI: 2.4-6.1). Like-
wise, in autumn, the prevalence increased from 7.5% (95% CI:
3.9-12.7) in 2002 to 8.7% (95% CI: 5.82-12.4) in 2003.% This
increasing prevalence in faecal carriers has also been observed in
other studies from Spain."!

Human sewage could probably be used as a rapid screening
method to detect resistant strains that are representative of those
present in the community. Indeed, the five human sewage sam-
ples screened contained ESBL-producing Enterobacteriaceae,
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suggesting that the community acts as a reservoir for these
strains.

Animals, including food animals and pets, are increasingly
recognized as a reservoir for ESBL-producing strains. A number
of reports discuss the isolation of ESBL-producing E. coli*'? and
S. enterica® from animals, but most have used faeces from
individual animals. When studying faeces, ESBL-producing
Enterobacteriaceae represent only a low percentage of the total
number of strains isolated.'>!? Nevertheless, the prevalence and
variety of species have increased.” We evaluated the presence of
ESBL-producing Enterobacteriaceae in floor samples of faecal
material as representative of a particular farm’s animal commun-
ity. Results showed that these strains were present in most poultry
and pig farms but in few rabbit farms. Therefore, although ESBL-
producing Enterobacteriaceae appear to have a low prevalence in
animals, they can be found if an appropriate number of floor
faecal samples are analysed. The low prevalence of these strains
in floor samples of faecal material from rabbit farms stands out.

Available data suggest that food can contribute to the dissem-
ination of resistant Enterobacteriaceae in the community.“4 The
incidence was low in the present study but it should be noted that
79% of the studied foods were cooked. To our knowledge, this is
the first report of an ESBL-producing K. pneumoniae strain isol-
ated from food. This species was not isolated in the other non-
human environments. The prevalence of these strains among food
outbreaks (31.1%) and the prevalence of carriers within each
outbreak (from 4.4% to 66.6%) reinforce the hypothesis that
ESBL-
producing Enterobacteriaceae could be transmitted via the food
supply. All food-borne outbreaks were due to enteropathogens.
The role of the ESBL-producing Enterobacteriaceae in these
persons was considered as commensal flora.

Several studies correlate third-generation cephalosporins with
a higher prevalence of ESBL-producing K. pneumoniae strains in
hospitals.15 However, there are no data about ambulatory anti-
biotic prescriptions and community ESBL-producing Enterobac-
teriaceae. During our study we observed that the higher use of
antibiotics between October and December coincided with a
lower prevalence of ESBL. This could be due to the higher
administration of amoxicillin/clavulanic acid, an antibiotic that
is active against some ESBL-producing strains. Similarly,
between July and September when use of amoxicillin/clavulanic
acid fell, the prevalence of ESBL strains increased. However,
other variables, such as cross-selection or summer dietary habits
(a greater consumption of uncooked food), should also be taken
into consideration.

In summary, the prevalence of ESBL-producing Enterobac-
teriaceae was notable in all the environments studied, suggesting
a global expansion of these enzymes. This prevalence is likely to
increase among humans worldwide in the future, as occurred with
ampicillin resistance mediated by the TEM-1 enzyme.
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A simple phenotypic method for differentiation
between acquired and chromosomal AmpC B-lactamases

i Escherichia coli
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Backsrounp. Screening methods for the detection of
plasmid-mediated AmpC fi-lactamases are technically
demanding. The purpose of this study was to assess
screening methods for the detection of these enzymes in
clinical isolates of Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae
and Proteus mirabiiis.

MEeTHoDS. Isolates were selected according to a resistance
phenotype consistent with production of an AmpC-type
B-lactamase. Detection of acquired ampC genes was done
with a multiplex ampC-PCR and sequencing. The
phenotypic detection methods evaluated included visual
examination of antibiogram plates to identify the presence
of scatterad colonies located near the edge of the
inhibition hato of cefoxitin, cefotaxime, ceftazidime and
aztreonam, and a double-disc synergy test using cloxacillin
{500 pg) to inhibit AmpC enzymes.

ResuLTs. Seventy-seven isciates were selected from among
6,209 isolates recovered. Acquired ampC genes {blacmuya,
blaonar, blagmy.aand blaacc) were found in 19 {24.7%) of
thesa isolates, including 14 E. cofi. two K, pneumoniae and
three P. mirabilis isolates. The differential trait for the
presence of colonies in the inhibition halo was 100%
sensitive and specific. Similar results were obtained for the
cloxacillin test, except for the E. cofi isolates in which
specificity was 10.3%.

Conciusion. The phenotypic trait described here can be
considered useful for suspecting the presence of these
enzymes. The cloxacillin test was only useful in isolates
lacking a natural AmpC @-lactamase.

Key words: AmpC [i-lactamase. CMY. ACC. DHA.
Phenotypic detection.

A simple phenotypic method for differentiation
hetween acquired and chromosomal AmpC B-lactamases
in Escherichia eolt

ANTECEDENTES. El disponer de métodos fenotipicos para
{a deteccion de B-lactamasas AmpC plasmidicas seria
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de gran utilidad. El objetivo del presente estudio ha sido
el de valorar metodos de cribado para la deteccion de
B-lactamasas AmpC plasmidicas en cepas de Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae y Proteus mirabilis.

MeTopos. Se seleccionaron las cepas en funcién del
fenotipa de resistencia compatible con la produccién de
una [i-lactamasa de tipec AmpC. La deteccion de genes
ampC adquiridos se realizdo mediante una técnica de
multiplex PCR y secuenciacion. Los métodos fenotipicos
evaluados fueron el examen visual de las placas de
antihiograma para detectar colonias en la proximidad del
borde de los halos de inhibicion de cefoxitina, cefotaxima,
ceftazidima y aztreonam, y una prueba de sinergia con
doble disco usando cloxacilina {500 pg) como inhibidor
de enzimas AmpC.

ResuLtapOs. Se seleccionaron 77 cepas de las

6.209 aisladas. En 19 {24,7%] cepas que incluyeron

14 E. coli, dos K. pneumoniae y tres P. mirabifis se
detectaron genes ampC adquiridos {blacmy.z, Blaguaa.
blagmy.4¥ blaacc1). La caracteristica diferencial de la
presencia de colonias en el hale de inhibicién mostré una
sensibilidad y especificidad del 100%. Se obtuvieron
resultados similares con el test de cloxacilina, excepto en
cepas de E. coli en las que la especificidad fue del 10,3%.
Conciusion. La caracteristica fenctipica aqui descrita
puede considerarse util para la sospecha de la presencia
de estas enzimas. El test de cloxacilina solo resulta de
utilidad en cepas carentes de una -lactamasa AmpC
cromosémica,

Palabras clave: f-lactamasa AmpC. CMY. ACC. DHA.
Deteccion fenotipica.

Introduction

Plasmid-mediated AmpC B-lactamases constitute an
emerging therapeutic problem. Most of these enzymes con-
fer a resistance pattern similar to the overproduction of
chromosomal Amp(C f-lactamases, which may involve all
B -laclam antibioticg except for carbapenems and ce-
fepimel.

Evidence from the nucleotide sequence suggests that
genes encoding these enzvmes derive from chromosomal
ampC genes of several Enternbacteriacene which have
been integrated into transferable genetic elements facili-
{aling the spread to different microorganisms!.
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Surveillance of plasmid-mediated AmpC p-lactamase-
producing organisms is problematic due te the lack of
standardized phenotypic methods for its specific detection.
Several phenotypic deteclion methods have been pro-
posed??, but none are able Lo discriminate between ac-
guired and chromosomal AmpC enzymes in organisms
that produce endogenous Amp( enzymes.

During a routine surveiliance study on 3-lactam resis-
Lance, we obhserved that some isolates of Eschertchia eoli,
Klebsiclla pneumoniae and Proteus mirabilis, with a pat-
tern of resistance compatible wilh AmpC production, dis-
plaved a phenotypical differential trait on antibiogram
plaies. This consisted in the presence of scattered eolonies
jocated near the cdge of inhibition around cefoxitin, cefo-
taxime, veftazidime and aztreonam discs. The §3-lacta-
mases of three randomly selected strains exhibiting this
phenuvivpical leature were characterized and in all cases
the plasmidic AmpC B-lactamase CMY-2 was found.

For this reason, a prospective study was performed to
investigate whether this phenotype was related to the
presence of plasmid-mediated AmpC 3-lactamases. The
usefulness of a screening test using cloxaciltin as inhibilor
of AmpC enzymes was also evaluated.

Materials and methods

Tha izolates included in the study were all climically retevant ian-
lates of E. coli. K pneumoniae and P midrabi{is recovered from routine
cuftures ql1he ospital de la Seonta Cren @ Saot Pau (Barceloma,
Spain: from Januvary 2003 Lo Japuary 2003,

The susreptibility teat was performed by the dize diffusion method
according tn CLS) ifermerly NOCLS) guidelines® with commercial
dises iBio-Rad, Marnes La Coqueltte, France! The indueible AmpC
fi-lactamazes were detected on primary antibiogram plates by the
presenee of Deshaped zone of inhibision of astreonam, ceftazidime or
cefepime dizse adjacent i2.5-3 em) to the imipenem or celoxitin discs.
The produetion af extended-spretrum [-lartamase i1ESRL) was as-
sessed by the double-dise svnergy melhod” and by [test TSBLAB
Bindisk, Solna, Sweden; following the manufacturer’s instruclions.

asaieally, strping gxpresaing Amp( enzymes are resistant to ce-
foxitin, Nevertheless, as some plasmid- mediated Amp( enavmes
{ACTHdn nnt gonfear resizrance wo cefoxitin, the selacted strains for this
study were those showing intermediate resistanee ne resjstance to
amoxicillin-clavulanic acid, as well as to eelolaxime ur coftszidune
according to CLSI breakpoints, and negative results for ESBL pro-
duciion, The i=olales positive for ESBL production 1hat ahowed inter-
mediate resistance or resistance to cefoxitin were also included.

Al selecied 1snlites wers tested by o double-dise synergy Lost based
on e wiilisation of cloxacillin as inhibitor of AmpC enzyvmes. Each iso-
late was inocitlated on a Mueller Hinton agar plate, according 1o CLSI
guidelines for dizse difusion susceptibility testing?. A dise of cloxacillin
(30 pgr i Neo-Sensitabs, Roseo Diagnostica $/A. Taastrup, Denmark:
was placed 2.5 om reenter to center: frim ceftazidime 130 pg: and cefo-
taxime {30 i dises, After incubation at 37 "C overnight. an enhanced
zeme of inhilition between any cephalosporin diaes and cloxacillin dise
was irterpreted as evidence of Amp{” production.

The presence of acguired ampC genes was asgessed in all isolates
selected aceording o the abnve-mentinned phenotype of rezistance by
a multiplex PCR with =ix zels of arpC family-speeitic primers as de-
seribed previously®, This methed allows to distingaish six groups
of AmpC enzymes that include ACC, FOX, MOX iincluding MOX
and CMY-1 related enevnes:, DUHA, CIT inelnding LAT, BIL and
CMY-2 retewed cnsgymes: and EBC {including ACT and MIR en-
zymes:". Clinical isolates of Citrobacter freundii, Morganella morganii
and Hufnin ofirei were used as control 2irainag. as well az pravinusly
charncterized steains carrving CMY-2 or ACC-17 5 Direcr DNA se-
guencing of PUR products was carried out on both strands by the
didenxv methoed with flunrescent primers using the Autematic Laser
Fruorescen: DINA Sequencer  ALEF, Phaemacia, Upsala, Sweden). Nu-
cleotide and amine aond seguenees were anabyvsed via Internet using
the BLAST program vwww nebt nlmonib govi. Simitlarly, the full ze-
guences of the dlacwy. #a e and Sarms, genes were deterined as
previcusly deseribed ™. The multiptex ampC-PCR wus considered the
reference methnod to compare the resulls obtained from the phenolyp-
ical detection methods used.

Results and discussion

Among the 6,209 isolates tested, 70 E. coli, Towr K. preu-
moriae and three P mirabilis met the inclusion criteria
and were gelected for further analyzia.

As shown in table 1, multiplex empC-PCR gave ampli-
ficalion products for 19 124.7%) isolates, encompassing
14 E. coli, two K. pneumoniae and three P. mirabilis iso-
lates. SBequence unalyses showed a 1004 identity wilh
blacuy.w (13 isolatesy, blapmaa (two isolates; both showed
induction on antibiogram plates), dla; vy tone isolate)
and bla o Tone isolate), ESBL production was found in
12010 E. coli and vwo K. preumoniael ol the 77 1solates se-
lected. None of these 1solates vielded a positive multiplex
ampC-PCR result.

Visual examination of antibiogram plates revealed a dif-
ferential phenotypical irauil manifested by the presence of
gcattered colonies located near to the edge of inhibition of

TABLE 1. Correlation between genotypes and results obtained from phenotypic detection methods

t . E . < Presence of Cloxaciliin
Organism : st‘?doi‘ed self:t‘,od , M;%%QI::sz;tfc No. isalates (genes) scattered eolonies double-disk result
i E Positive Megative : Positive Negative
E eoli 5,081 T Positive 1A 111 Al 1 Blacyrr 14 0 14 U
1 Bdasica, 1 blapnaat
Negative® 56 0 56 52 4
K. preymoniae B0T 4 Positive 201 Alacaree 1 Blapaa ) 2 4] 2 1]
Negative® 2 0 2 ) 2
P mirabilis 521 3 Positive A3 blacyy,) 3 &} 3 ju]
Tatal No. 6,209 77 Positive 19 19 ] 19 0
Negative 38 0 o8 52 [

“Ten E. cofi and twa K pnenmoniae carried ESRL.

Enferm: Intoes Microbiol Chn 2006:24:6:379-2 371
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Figure 1. Disk diffusion test. A) E. coli isolate carrying blacyy. as representative of strains carrying CMY-4 or ACC-1. B) E. coli isolate carrying DHA-1. C) E. coli

isolate multiplex ampC-PCR negative hiperproducing the chromosomal mediated AmC p-lactamase. CXM: cefuroxime; CAZ: ceftazidime; FOX: cefoxitin; CTX: ce-
fotaxime; AMC: amoxicillin-clavulanic acid; FEP: cefepime; ATM: aztreonam; TPM: imipenem.

cefoxitin, cefotaxime, ceftazidime and aztreonam discs in
all 19 isolates carrying plasmid mediated AmpC B-lacta-
mases. The remaining isolates showed a well-delimited
edge of inhibition (fig. 1). This phenotypical trait therefore
exhibited 100% sensitivity and specificity.

Results from the cloxacillin test correlated with the
presence or absence of ampC genes in all K. pneumoniae
and P. mirabilis, species without a natural AmpC. Of the
70 E. coli tested, this method correctly detected the 14 iso-
lates carrying acquired ampC genes, but positive results
were obtained also in 52 E. coli isolates (including six
ESBL producers). No differences were found between the
use of cefotaxime or ceftazidime in the cloxacillin dou-
ble-disc synergy test. Based on these findings, the
cloxacillin test exhibited 100% sensitivity and 10.3%
specificity in E. coli isolates. Although additional testing is
required, the positive result of the cloxacillin test in the 52
E. coli isolates could be explained by the hyperproduction
of chromosomal AmpC B-lactamase.

The isolates negative for the cloxacillin tests (four E. coli
and two K. pneumoniae isolates) were all ESBL producers,
in which reduced susceptibility to cefoxitin could proba-
bly be due to non-enzymatic resistance mechanisms such
as altered permeability.

In this study, CMY-2 was the most prevalent acquired
AmpC B-lactamase found and inducible DHA-1, CMY-4, and
cefoxitin susceptible ACC-1 were less common. Most plas-
mid-mediated AmpC B-lactamases identified up to 1998 in
the Mediterranean area belonged to the groups CMY-2 to
CMY-5 and LAT-1 to LAT-4, but other types, such as
FOX-3, FOX-4, ACC-1 and DHA-1, have also recently been
reported!®1%11 To our knowledge, this is the first time that
DHA-1 and CMY-4 have been reported in Spain.

Although the number of isolates carrying plasmid-medi-
ated AmpC betalactamases in our study was small, we
have shown that only isolates exhibiting scattered
colonies carried acquired ampC genes. This distinctive
trait should therefore be considered in organisms such as
E. coli in which the differentiation between plasmidic
AmpC and hyperproduction of the crhomosomal enzyme is
not available based on phenotypical tests. The cloxacillin
double-disc synergy test is a simple and reliable method,
particularly in isolates lacking a natural AmpC B-lacta-
mase. Further study is required to determine whether this

372 Enferm Infece Microbiol Clin 2006;24(6):370-2

differential phenotypical trait is also present in isolates
carrying AmpC B-lactamases other than CMY-2, CMY-4,
DHA-1 and ACC-1. These practical and simple methods
for detection of plasmid-mediated AmpC B-lactamases
may be useful for enhanced infection control.
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	“Nunca vayas por el camino trazado, porque conduce hacia donde otros han ido ya.” Alexander Graham Bell 




