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RESUMEN/SUMMARY

RESUMEN

Escherichia coli presenta un gen blasmpc cromosémico que se expresa de forma
constitutiva a bajo nivel debido a la presencia de un promotor débil y un atenuador. En
estas condiciones no confiere resistencia a betalactdmicos. Sin embargo, E. coli puede
incrementar la expresion de este gen debido a mutaciones en su regiéon
promotora/atenuadora (AmpCc) o adquirir genes blasmpc incluyendo CMY, DHA, ACC,
FOX, MOX, ACT, MIR, LAT y CFE (AmpCa), mecanismos que confieren resistencia a

penicilinas, cefalosporinas, cefamicinas y aztreonam.

A diferencia de lo que sucede con las betalactamasas de espectro extendido
(BLEE), la deteccion fenotipica de betalactamasas AmpC es dificil debido a la escasez de

métodos estandarizados.

Los estudios sobre la epidemiologia y las caracteristicas clinicas asociadas con
infecciones producidas por E. coli productora de AmpC son limitados. Ademas, en las
cepas productoras de AmpC es frecuente la corresistencia a otras familias de
antimicrobianos, lo que convierte el tratamiento de estas infecciones en un reto para el

clinico.

Se realizd6 un estudio multicéntrico con el Consorci Sanitari de Terrassa, el
Hospital Universitario Matua de Terrassa y el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de
Barcelona, en el que se analizaron los aislados de E.coli con patron fenotipico compatible
con la produccién de AmpC entre junio de 2010 y noviembre de 2011. El objetivo de este
estudio fue conocer la prevalencia de aislados productores de AmpC, identificar los genes
blaampc adquiridos, asi como las mutaciones involucradas en la hiperproduccion del gen
blaampc Cromosomico, ademas de conocer la estructura de la poblacion y sus resistencias

asociadas.

De un total de 240 cepas analizadas, el 75% eran portadoras de AmpCa, siendo
CMY-2 el enzima mayoritario, seguido de DHA-1. El 25% restante resultaron ser
hiperproductoras de su AmpCc, cuyo principal mecanismo fue la presencia de
mutaciones que daban lugar a un promotor alternativo desplazado. Ello provocaba un
incremento medio de la expresion del gen ampC de 72,5. También se encontraron otros

dos patrones de mutaciones que originaban modificaciones en la region espaciadora del

0



RESUMEN/SUMMARY

promotor o alteraciones en el atenuador, con incrementos medios de la expresion de 19,9

y 5,8, respectivamente.

El analisis de los grupos filogenéticos permiti6 conocer la estructura de la
poblacién estudiada. Se observo que un 60% de los aislados con AmpCa pertenecian a
los grupos filogenéticos B2, D, E o F. Un 82% de los aislados hiperproductores con un
promotor desplazado pertenecian a los grupos A, B1 o C. Todos los aislados con la
region atenuadora modificada y un 67% de los aislados con la region espaciadora

modificada pertenecian a los grupos B2, D, Eo F.

De la misma manera que ocurre con las cepas portadoras de BLEE, los plasmidos
que vehiculan los genes blaampc suelen contener otros genes que confieren resistencia a
otras familias de antibiéticos. El estudio de la sensibilidad mostré tasas de resistencia a
acido nalidixico, estreptomicina, ciprofloxacino y cotrimoxazol de 79%, 62%, 57,5% y
44%, respectivamente. Se observo que el 30% y 11% de los aislados con AmpCa y
AmpCc, respectivamente, eran portadores de determinantes PMQR (plasmid-mediated
quinolone resistance). Entre los PMQR detectados en aislados con AmpCa el mayoritario
fue gnrB4, siempre en cepas portadoras de blapua-1, Seguido de aac(6’)-1b-cr. En aislados

hiperproductores de AmpCc el PMQR mayoritario fue aac(6’)-Ib-cr.

El continuo aumento de la prevalencia de estos enzimas se debe principalmente a
la diseminacion de los genes blaampc por transferencia horizontal. En los plasmidos
analizados Incl1 e IncF fueron los replicones mayoritarios asociados a blacuy-2 ¥ blappa-1,

respectivamente.

El analisis de la estructura poblacional de los plasmidos mediante pMLST
determiné que existia una gran variabilidad genética entre ellos. Incl1/ST12 fue la
secuencia tipo mayoritaria. También se encontraron Incl1/ST26, Incl1/ST55, Incl1/ST94 e
Incl1/ST134, siendo este Ultimo descrito por primera vez en este estudio. De los
plasmidos incluidos en el grupo IncF, cada uno correspondia a una secuencia tipo

diferente.
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RESUMEN/SUMMARY

SUMMARY

Escherichia coli has a chromosomal blaampc gene that is expressed constitutively
at low level due to the presence of a weak promoter and an attenuator. Under these
conditions, this gene does not confer resistance to beta-lactams. However, this
chromosomal gene may be overproduced due to mutations in the promoter/attenuator
region (cAmpC). Additionally, E. coli may also acquire blaam,c genes (aAmpC), namely
CMY, DHA, ACC, FOX, MOX, ACT, MIR, LAT and CFE. Both mechanisms (cAmpC and
aAmpC) confer resistance to penicillins, cephalosporins, cephamycins and aztreonam. In
contrast to the range of phenotypic methods available for extended-spectrum beta-
lactamases (ESBLs), no standardized methods are available to detect AmpC beta-

lactamases.

There is a paucity of reports on the epidemiology and clinical features associated
with infections caused by AmpC-producing E. coli. Furthermore, these isolates frequently
present co-resistance to other families of antibiotics, converting treatment of these

infections into a clinical challenge.

A multicentric study was performed to analyse E. coli isolates with a resistance
pattern compatible with the production of AmpC. Isolates were obtained from Consorci
Sanitari de Terrassa, Hospital Universitario Mdtua de Terrassa and Hospital de la Santa
Creu i Sant Pau (Barcelona, Spain) between June 2010 and November 2011. The aims of
this study were: 1) to determine the prevalence of AmpC-producing E. coli isolates; 2), to
identify acquired blasmpc genes and the mutations involved in the overproduction of the
chromosomal blaampc gene; and 3) to describe the population structure and patterns of

resistance.

A total of 240 strains were analysed. Of these, 75% were aAmpC-carriers and the
remaining were cAmpC-overproducers. CMY-2 was the predominant enzyme, followed by
DHA-1. Most cAmpC-overproducers had mutations that yielded an alternate displaced
promoter and caused an increase of blasmpc €xpression (average increase of expression
72.5). Two other different mutational patterns were found: a modified spacer region in the
promoter and a modified attenuator (the average increase of expression was 19.9 and

5.8, respectively).
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Analysis of the phylogenetic groups allowed to gain knowledge of the population
structure. Of all aAmpC isolates, 60% belonged to the phylogenetic groups B2, D, E and
F. Among cAmpC overproducers, 82% of the isolates bearing a displaced promoter
belonged to groups A, B1 and C. All the isolates with modified attenuator regions and 67%

of the isolates with modified spacer regions belonged to groups B2, D, E and F.

As it happens in ESBL-carrying strains, the plasmids carrying blaam,c genes may
also carry other genes, conferring resistance to other families of antibiotics. In the present
study, the percentage of resistance to nalidixic acid, streptomycin, ciprofloxacin and
trimethoprim-sulfamethoxazole was 79%, 62%, 57.5% and 44%, respectively. Plasmid-
mediated quinolone resistance determinants (PMQR) were detected in 30% of the aAmpC
isolates and 11% of the cAmpC isolates. Among aAmpC isolates, the most predominant
PMQR was gnrB4 (always in blapya. carriers), followed by aac(6’)-Ib-cr. Among cAmpC

isolates, the predominant PMQR was aac(6’)-lb-cr.

The increase in the prevalence of these enzymes is due to the spread of genes
through horizontal transfer. The analysis of plasmids showed that Incll and IncF were the

main replicons involved. Incll and IncF were related to blacuy-2 and blapua-1, respectively.

The pMLST analysis of plasmids revealed a large genetic variability. Incl1/ST12
was the predominant sequence type. Other sequence types belonging to the same
incompatibility group were Incl1/ST26, Incl1/ST55, Incl1/ST94 and Incl1/ST134, the latter
being first described in this study. Regarding IncF, each plasmid corresponded to a

different sequence type.
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INTRODUCCION

1.1. FAMILIA ENTEROBACTERIACEAE

El origen de la familia Enterobacteriaceae data de principios del siglo XIX pero no
fue hasta 1937 cuando el término Enterobacteriaceae fue propuesto por el microbiélogo
Otto Rahn para agrupar a un conjunto de microorganismos bioquimica vy

morfolégicamente similares™?.

La familia Enterobacteriaceae estd formada por un conjunto de bacilos
gramnegativos, heterogéneos en cuanto a su habitat y capacidad patdgena, pero
incluidos en ella por la semejanza de sus caracteres estructurales y fisiol6gicos y su
homologia genética. En la actualidad se han descrito mas de 50 géneros cultivables de
enterobacterias y centenares de especies, diversos géneros de endosimbiontes o
parasitos de insectos y plantas, algunos de los cuales no son cultivables en medios

convencionales, y diversos grupos no nominados (www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy y

www.bacterio.net).

En general, su tamafio oscila entre 2-3 um por 0,3-0,6 pum, no forman esporas,
pueden ser moviles por flagelos peritricos o inmoviles. Estos organismos crecen bien en
medios de cultivo usuales tanto en aerobiosis como anaerobiosis, reducen los nitratos a
nitritos, fermentan la glucosa con o sin produccion de gas y carecen de citocromoxidasa.

Presentan entre un 39 y un 59% de contenido en G+C en su DNA?®.

La clasificacion de las bacterias, al igual que otros seres vivos, se realiza en base
a sus caracteristicas fenotipicas y genéticas. El grupo natural de los seres vivos es la
especie, que se refiere al grupo de seres capaces de reproducirse sexualmente entre si.
Las bacterias carecen de este tipo de reproduccion y la clasificacién tiene que efectuarse
en funcion a su semejanza genética que se determina mediante técnicas moleculares.
Hoy en dia, aun se utilizan en los laboratorios de microbiologia clinica pruebas
metabdlicas para la identificacién de muchas especies bacterianas, pero también se esta
introduciendo el andlisis de los perfiles proteicos mediante espectrometria de masas

(MALDI-TOF), ya que es una técnica mas especifica, sencilla y econémica®>.

Las enterobacterias tienen la estructura tipica de las bacterias gramnegativas. La

pared celular se encuentra envolviendo a la membrana interna y estad compuesta por una
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fina capa de peptidoglucano recubierta por la membrana externa. En ella se encuentran

una serie de componentes estructurales (Figura 1):

- Proteinas de membrana y canales proteicos (porinas) que permiten el paso selectivo
de sustancias hidrofilicas.
- Lipopolisacéaridos (LPS) con tres regiones bien diferenciadas:
- Lipido A, constituye la endotoxina con actividad patogénica.
- Nucleo del polisacarido compuesto por polisacaridos especiales.
- Polisacéaridos que confieren a la bacteria propiedades antigénicas (antigeno O).
- Lipoproteinas o proteinas de Braun implicadas en la unién entre la membrana externa
y el peptidoglucano.
- Fosfolipidos que confieren rigidez y permeabilidad a la membrana.
El peptidoglucano es un heteropolimero unido covalentemente que se extiende por la
parte exterior de la membrana citoplasmatica. Sus funciones principales son preservar la
integridad celular resistiendo a la presion osmética interna y mantener la forma de la

célula.
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Figura 1. Pared celular de bacterias gramnegativas. Figura adaptada de Microbiologia y Parasitologia
Médicas, Prats.G".

G: N-acetilglucosamina; M: acido N-acetilmuramico; Pp: puentes peptidicos; PBP: penicillin binding-protein;
Po: porinas; P: proteina transmembrana; ME: membrana externa; LP: lipopolisacarido; PG: peptidoglucano;

MC: membrana citoplasmatica
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Las enterobacterias presentan diversas estructuras antigénicas que permiten su
clasificacién inmunoldgica. El antigeno O permite definir diversos serogrupos. Las cepas
moéviles poseen flagelos constituidos por subunidades proteicas altamente antigénicas
(antigeno H) que permiten subdividir los serogrupos en diversos serotipos. Algunas
especies presentan capsula polisacarida inmunogénica (antigeno K). Las fimbrias (pili)
poseen interés como adhesinas. Los miembros de esta familia poseen un antigeno

comun situado en la pared (Figura 1).

La mayoria de las especies de la familia Enterobacteriaceae ocupan héabitats muy
variados en el medio ambiente, las plantas y el tubo digestivo de los animales, otras

ocupan habitats mas restringidos y algunas se hallan adaptadas estrictamente al hombre.

Dentro de la familia se encuentran especies patdgenas y comensales para las
plantas y los animales. Con respecto al hombre, existen especies con capacidad
patégena primaria (factores de patogenicidad) pudiendo causar infeccion en personas
previamente sanas sin factores predisponentes, como Shigella, Salmonella, Yersinia y
Escherichia coli (variedades patdgenas). Las especies comensales que se encuentran
estables o transitorias en el tubo digestivo, pueden producir infecciones oportunistas,
siempre que existan factores predisponentes locales como la ruptura de las barreras
fisicas o fisiologicas o generales como la disminucién de las defensas globales

inespecificas, principalmente la fagocitosis y de la respuesta inmune del huésped.

Muchas enterobacterias comensales desde su reservorio en el tubo digestivo
pueden causar infecciones oportunistas graves (infeccidén urinaria, peritonitis, colecistitis,
infeccion de herida quirtrgica, neumonia, meningitis y sepsis). Los géneros que causan
estas infecciones con mayor frecuencia son Escherichia y Klebsiella seguidas de
Enterobacter, Citrobacter, Serratia y las diferentes especies de los géneros Proteus,

Morganella y Providencia (Tabla 1).

Las enterobacterias presentan resistencia natural a la penicilina G, glucopéptidos,
macrolidos, acido fusidico, mupirocina, estreptograminas y linezolid. Son sensibles a la
mayoria de los antibidticos betalactamicos de amplio espectro, aminoglucésidos,

tetraciclinas, quinolonas, sulfamidas, colistina y cloranfenicol.

11
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Tabla 1. Principales géneros y especies de la familia Enterobacteriaceae de interés en patologia humana.

GENERO ESPECIE PATOLOGIA
Patégenos
Salmonella S. enterica
Serotipos gastroenteriticos: Enteritis
Enteritidis, Typhimurium y
otros
Serotipos septicemiantes: Fiebre tifoidea y paratifoidea
Typhi, Paratyphi A, B, C
Shigella S. dysenteriae, S. sonnei, Enteritis
S. flexneri, S. boydii
Yersinia Y. pestis Peste
Y. enterocolitica Enteritis
Y. pseudotuberculosis Adenitis mesentérica
Klebsiella K. granulomatis Granuloma inguinal
K. rhinoscleromatis Rinoscleroma
K. ozenae Ocena
Escherichia E. coli Enteritis y procesos
extraintestinales
Comensales Infecciones oportunistas
Escherichia E. coli
Klebsiella K. pneumoniae
Enterobacter E. cloacae, E. aerogenes
Serratia S. marcescens
Proteus P. vulgaris, P. mirabilis
Morganella M. morganii
Providencia P. stuartii
Citrobacter C. freundii, C.koseri

1.1.1. Escherichia coli

Escherichia coli es la especie mas abundante en el tubo digestivo del hombre y
los animales de sangre caliente. Un aspecto interesante de E. coli, que constituye la
especie paradigma de bacteria comensal, es que algunos representantes son capaces de
producir enfermedad tanto intestinal (enteritis) como extraintestinal, fundamentalmente
infeccion urinaria, bacteriemia e infeccion perinatal. Este hecho parece depender de la
posesion de determinados factores de virulencia, algunos localizados en elementos

genéticos moviles.

12
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Entre los causantes de patologia intestinal se han descrito seis categorias: E. coli
enteropatdgena (EPEC), E. coli enterohermorragica (EHEC), E. coli enterotoxigénica
(ETEC), E. coli enteroagregativa, E. coli enteroinvasiva (EIEC) y E. coli adherente difuso
(DAEC). Las infecciones del tracto urinario son las infecciones extraintestinales por E. coli
mas comunes y son causadas por E. coli uropatégena (UPEC)®. A los patotipos de E. coli
causantes de infecciones extraintestinales se les denominan EXPEC (Extraintestinal
Pathogenic E. coli) y se caracterizan por presentar un conjunto de atributos particulares
denominados factores de virulencia necesarios para causar infecciébn, como son las

adhesinas, capsulas, quelantes de hierro, hemolisinas, toxinas o sideréforos’.

A lo largo de la evolucién, E. coli ha divergido formando diferentes grupos
filogenéticos o filogrupos con caracteristicas propias cada uno de ellos*. Este hecho fue
descubierto al analizar 72 aislados de E. coli de referencia (ECOR) mediante MLEE
(multi-locus enzyme electrophoresis) en diversos estudios. En 1987, Selander et al
analizaron 35 loci de cada uno de los aislados de referencia. Los resultados obtenidos
definian seis grupos filogenéticos principales A, B1, B2, C, D y E. En un estudio posterior,
realizado en 1990, se analizaron 38 loci y el resultado fue de cuatro grupos principales A,
B1, B2 y D y algunas secuencias no clasificadas que pertenecian al grupo E. El arbol
obtenido sugeria que el grupo A, el cual incluia a E. coli K-12, fue de los primeros en
divergir junto con los grupos B1 y B2. El grupo C, el cual se definia en el primer andlisis,
se consideré como un grupo divergente del grupo B? (Figura 2).

En el aflo 2008, el grupo de Jaureguy describid el grupo filogenético F después de
estudiar la diversidad filogenética de 235 aislados de E. coli mediante el analisis de 8
porciones génicas por MLST (multi-locus sequence typing)’. Todos estos estudios
permitieron realizar una sélida historia filogenética de E. coli, en la cual la primera divisién
separé en una rama del arbol filogenético a las cepas del grupo B2 y F, y otra rama con
el resto de los aislados. Tras una segunda divisién, emergié otra rama con cepas del
grupo D, seguida del grupo E. Por ultimo, los grupos A y B1 aparecian como hermanos.
Se observo, ademas, la alta diversidad genética del grupo B2, lo cual se suponia que era
debido a su temprana divergencia (Figura 3)**°. A pesar de que el grupo C no esta
incluido en esta historia filogenética, diversos estudios sitian a este grupo proximo al

grupo B1*7*3,

13
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Figura 2. Relacion filogenética de 72 aislados de la coleccion ECOR. A) Filogenia obtenida con el estudio de

[**; B) filogenia obtenida con el estudio de Herzer et a'®. Figura extraida de Chaudhuri et al®.
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Figura 3. Diversidad filogenética de E. coli. Figura extraida de Jaureguy et al.
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Las cepas de E. coli causantes de infecciones tanto urinarias como colecistitis,
neumonia, meningitis y bacteriemia se han relacionado generalmente con el filogrupo B2
y, en menor medida, con el grupo D. Estas cepas presentan un mayor nimero de
factores de virulencia, por lo que se relaciona a los grupos B2 y D con cepas de E. coli
causantes de infecciones extraintestinales. En cambio, es relativamente habitual,
encontrarlas en el tubo digestivo junto con cepas de los grupos A y B1 sin que produzcan
infecciones urinarias o extraintestinales. Este hecho sugiere la existencia de factores
predisponentes ademas de los factores de virulencia. Aunque normalmente la infeccion
esta producida por cepas del grupo B2, se calcula que en un 20% de los casos esta
causada por cepas de otros filogrupos, las cuales podian encontrarse en mayor

concentracién o poseer algun factor necesario para la infeccion®.

1.2. LOS ANTIBIOTICOS BETALACTAMICOS

Los antibiéticos betalactdmicos constituyen la familia mas numerosa de
antimicrobianos y la mas utilizada en la préactica clinica. Tienen una accién bactericida
lenta, presentan escasa toxicidad y un amplio margen terapéutico. El espectro de
actividad ha ido aumentando a lo largo de los tiempos por la incorporacion de nuevas
moléculas con mayor actividad frente a bacilos gramnegativos, pero la progresiva
aparicion de resistencias adquiridas ha limitado su uso empirico y su eficacia en

determinadas situaciones®*’.

1.2.1. Contexto histérico

El descubrimiento de la penicilina G en 1928 por Alexander Fleming, a partir de una

cepa de Penicillium notatum, estableci6 los inicios de la era antibi6tica®®.

A pesar de que Fleming demostré la accion bactericida de esta sustancia frente a
cepas de Staphylococcus aureus, no fue hasta finales del afio 1941 cuando la penicilina
G fue usada por primera vez en el ambito clinico, debido a la dificultad en la extraccion de
grandes cantidades de esta sustancia. En este proceso fueron participes Chain y
Florey™, los cuales recibieron junto a Fleming el premio Nobel de Medicina en 1945
(Figura 4).
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Sir. Alexander Fleming Sir. Howard W Florey EmstBoris Chain
{1881.1955) {1898.1968) (1906.1879)

Figura 4. Antibiotic hall of fame, Nobel Museum. Figura extraida de Kong KF et al*

A pesar que el descubrimiento de la penicilina fue toda una revolucion a la hora de
hacer frente a enfermedades infecciosas antes intratables, pocos afios después
empezaron a parecer las primeras resistencias. En 1940, Abraham y Chain detectaron la
presencia de una enzima inactivante de la penicilina en una suspension de E. coli
(entonces llamada Bacterium coli)* y, en 1944, Kirby describi6 la primera cepa de S.
aureus resistente a penicilina G, debido a la produccion de penicilinasas que la
inactivaban®. Aunque inicialmente se trataba de casos puntuales y esporadicos, las tasas
de resistencia en S. aureus comenzaron a aumentar a los pocos afios, llegando a niveles

de resistencia del 90-95% en todo el mundo®*%,

Fruto de la apariciéon de los primeros casos de resistencia, surge la necesidad de
buscar nuevas moléculas que fuesen activas frente a las penicilinasas estafilococicas y
con un mayor espectro de actividad, siendo capaces de actuar también frente a bacterias

gramnegativas®®*"°.

El trabajo realizado en el Northen Regional Research Laboratory (lllinois, EEUU)
revelé que cepas en distintas condiciones de crecimiento podian producir diferentes

formas de penicilina®?

, lo que facilitaria la sintesis de nuevos compuestos. El nucleo
betalactamico, el acido 6-aminopenicilanico (6-APA, Figura 7) fue la clave en la sintesis y
modificacion de la penicilina® y dio paso al desarrollo de diferentes compuestos
semisintéticos. Entre ellos, la meticilina, utilizada para uso clinico en los Estados Unidos
en la década de 1960, fue la primera penicilina semisintética introducida que resistia la

hidrélisis de las penicilinasas estafilocécicas %, Otro grupo de penicilinas semisintéticas
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gue presentan un espectro ampliado frente a bacterias gramnegativas es el de las
aminopenicilinas entre las que se encuentra la ampicilina y la amoxicilina. El desarrollo de
derivados carboxi y ureido de la ampicilina condujo a la introducciéon de agentes con
actividad frente a otras enterobacterias y Pseudomonas aeruginosa. Entre ellas, se
encuentran las carboxipenicilinas (carbenicilina, ticarcilina) y las ureidopenicilinas

(piperacilina)®.

Aunque la generacién de compuestos semisintéticos se encontraba en un gran
momento, se seguian explorando los recursos naturales. Abraham y Newton aislaron la
cefalosporina C de una cepa de Cephalosporium acremonium®. Este compuesto gener6
una nueva familia de antibidticos betalactamicos, ya que en vez de 6-APA, poseia un
nacleo de acido 7-aminocefalosporinico (7-ACA; Figura 7). Asi, usando 7-ACA como
precursor, se han sintetizado varias generaciones de cefalosporinas con un potente

espectro de actividad.

La primera de utilidad clinica fue la cefalotina que presentaba un espectro de
actividad similar a la ampicilina y formaba parte, junto con otras, de la primera generacion
de cefalosporinas (C1G). A principios de los afios 70, aparecen las cefalosporinas de
segunda generacion (C2G)*, que constituyen un grupo heterogéneo con espectro de
actividad variable y con mayor estabilidad frente a algunas betalactamasas de
gramnegativos. Las cefamicinas, clasicamente incorporadas a las C2G presentan
ademas actividad anaerobicida®’. Afios mas tarde, entre finales de los 70 y principios de
los 80, aparecen las cefalosporinas de tercera generacion (C3G) con la cefotaxima como
primer representante. Fue un notable avance en el campo de la terapia por la amplitud de
su espectro, su gran actividad frente a la mayoria de bacilos gramnegativos, por su
resistencia a las betalactamasas y sus mejores propiedades farmacocinéticas. Mas tarde

se incorporan las de cuarta generacion(C4G) con cefepime como (nico representante®.

Aztreonam es el representante Unico de los monobactamicos, betalactamicos
monociclicos activos solo frente a bacterias gramnegativas aerobias y facultativas®. Los
inhibidores de betalactamasas son un grupo de betalactamicos sin actividad
antimicrobiana pero que presentan gran afinidad por las betalactamasas a las que

inhiben. Acido clavulanico y tazobactam son los mas utilizados**.

Los carbapenémicos, son los betalactamicos con mayor espectro de accién

incluyendo estreptococos, estafilococos, enterobacterias, pseudomonas y otros bacilos
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gramnegativos aerobios y bacterias anaerobias. Son resistentes a la gran mayoria de

betalactamasas®.

Con la aparicion de estos Ultimos compuestos se pensaba que se habia
conseguido la quimera del antibiético ideal, dotado de amplisimo espectro de actividad y
mejores propiedades farmacocinéticas. Este hecho hizo pensar falsamente que el
tratamiento de las principales enfermedades infecciosas bacterianas habia quedado
resuelto. No obstante, la resistencia a los antimicrobianos comenzé a aparecer al poco
tiempo de comercializarse estos compuestos. Hoy en dia, el incremento de cepas
resistentes y de los problemas clinicos causados por éstas se encuentra en continuo

au ment016,17,20,24,36-

En los dltimos afios se han desarrollado nuevos compuestos, entre los que
encontramos las denominadas, por algunos autores, cefalosporinas de quinta generacion
(C5G) (ceftobiprole y ceftarolina)®*”*%; y nuevos inhibidores de betalactamasas como el

avibactam®,.

1.2.2. Mecanismo de accidén

Los antibiéticos betalactdmicos son agentes bactericidas que inhiben la sintesis

de la pared celular bacteriana e inducen un efecto autolitico.

La destruccion de la pared celular bacteriana se produce como consecuencia de
la inhibicién de la ultima etapa de la sintesis del peptidoglucano, la transpeptidacion. Para
gue actien los betalactamicos es necesario que la bacteria se halle en fase de

multiplicacion, ya que es cuando se sintetiza la pared celular.

El peptidoglucano esta constituido por cadenas lineales de glucano, el cual esta
compuesto de unidades alternadas de N-acetilglucosamina (GIcNAc) y é&cido N-
acetilmuramico (MurNAc) unidas mediante enlaces B(1->4). Cada unidad de MurNAc
presenta unida la cadena lateral de un tetrapéptido constituido por L-alanina, D-alanina,
acido D-glutamico y lisina o acido diaminopimélico (DAP) formando una estructura en

forma de malla (Figura 5)%.
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Figura 5. Estructura de una unidad repetitiva del peptidoglucano de la pared celular con el tetrapéptido.
Figura adaptada de Kong et a®. L-Ala; L-Alanina; D-GIUCOOH: Acido D-glutamico; DAP: Acido L-

diaminopimélico; D-Ala: D-Alanina.
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Figura 6. Etapas de formacion de la pared celular en gramnegativos. Adaptada de Suarez C. et al*’.

NAM: Acido N-acetilmuramico; NAG: N-acetilglucosamina; PBP: Penicilling Binding Protein.

La sintesis del peptidoglucano se puede dividir en tres etapas. En la primera y
segunda etapa, los precursores del peptidoglucano se sintetizan en el citoplasma y son
transportados en forma de GIcNAc-MurNAc-pentapéptido a través de la membrana
citoplasmatica al espacio periplasmico (Figura 6). La tercera etapa de la sintesis de la
pared bacteriana consiste en el ensamblaje y crecimiento del peptidoglucano. En la tltima
etapa se produce la polimerizacion de diversas unidades disacaridas mediante una
reaccion de transglucosidacién en la que, mediante transglucosidasas, se une el
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GIcNAc-MurNAc-pentapéptido al peptidoglucano ya existente mediante enlaces B (1>4)
formando un polimero que es una cadena lineal del peptidoglucano sin entrecruzar. Este
polimero (con el pentapéptido) reacciona, por transpeptidacion, con un peptidoglucano
aceptor. Esta reaccion supone la formacién de un enlace peptidico entre el grupo diamino
del peptidoglucano aceptor y el grupo carboxil de la D-alanina subterminal del
peptidoglucano naciente, liberandose la D-alanina terminal. Para llevar a cabo esta
reaccion es necesaria la accion de unas enzimas que se localizan en ese espacio
periplasmico, llamadas de forma genérica transpeptidasas. Las D-alanina de los péptidos
no implicadas en los entrecruzamientos son eliminadas por enzimas denominadas

D-D-carboxipeptidasas.

El anillo betalactamico posee una estructura similar a los dos ultimos aminoacidos
del pentapéptido (D-alanina-D-alanina) lo que permite su unién covalente a la
transpeptidasa. El resultado es el debilitamiento de las uniones del peptidoglucano que
torna la bacteria mucho méas sensible a la lisis celular. Es por eso que estas enzimas
también se llaman PBP (penicillin binding protein “proteina de unién a la penicilina”).
También pueden inhibir a las carboxipeptidasas y algunas endopeptidasas. Esta
inhibicién de la sintesis del peptidoglucano provoca, por tanto, una inhibiciéon del

crecimiento bacteriano, lo que se denomina efecto bacteriostatico del antibiotico.

Los betalactamicos también actuan activando autolisinas endégenas bacterianas.
Como consecuencia de la acumulacion de precursores del peptidoglucano en el espacio
periplasmico, se produce la pérdida de los acidos lipoteicoicos (potentes inhibidores del
sistema autolitico), activando las autolisinas que degradan el peptidoglucano provocando,

finalmente, la lisis celular por entrada masiva de agua en la célula.

1.2.3. Estructura, clasificacion y espectro de actividad

Los antibitticos betalactdmicos reciben este nombre por la presencia de un anillo
betalactamico en su estructura que define quimicamente a esta familia y les confiere sus

propiedades antimicrobianas.

La union de este anillo a uno secundario origina los diferentes grupos dentro de la
familia: penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos, monobactamicos e inhibidores de

las betalactamasas, que condiciona su espectro de accibn y sus propiedades
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farmacocinéticas (Figura 7). Unida a cada una de estas estructuras basicas se encuentra
una cadena lateral acilica variable (grupo R). Estas diferentes cadenas laterales influyen

en el grado de actividad, espectro y propiedades farmacolégicas.
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Figura 7. Estructura quimica de los antibiéticos betalactamicos. Figura extraida de Microbiologia y
Parasitologia Médicas, Prats G*. En el centro se muestra la estructura del anillo betalactamico comin a
todos los compuestos de la familia, indicando el lugar en el que actian las betalactamasas; y el nicleo de

cada grupo de betalactdmicos: penicilinas (6-aminopenicilanico), cefalosporinas (acido 7-a-

cefalosporanico), monobactamicos (agentes monociclicos) y carbapenémicos (acido pirrolinico).

Penicilinas

Las penicilinas son un grupo de antibiéticos que contienen un anillo betalactamico
unido a un anillo de tiazolidina, formando el acido 6-aminopenicilanico (6-APA), estructura
que deriva de la condensacion de una molécula de valina y una de cisteina para dar lugar
al doble anillo caracteristico (Figura 7). La sustitucién del radical hidroxilo (-OH) del grupo
carboxilo del 6-APA por un radical acilo (R) origina los diferentes tipos de penicilinas.
Segun su estructura quimica, las penicilinas se pueden clasificar en cinco grandes
grupos: penicilinas naturales, aminopenicilinas, ureidopenicilinas, carboxipenicilinas e

isoxacililpenicilinas (Tabla 2).

Cefalosporinas
Las cefalosporinas presentan un anillo betalactamico unido a un anillo de

dihidrotiazina. Derivan de la cefalosporina C producida por el hongo Cephalosporium
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acremonium (Acremonium chrysogenum). La estructura base es un nucleo cefem, el
acido 7-amino-cefalosporanico (7-ACA), y las modificaciones en las cadenas laterales
originan las diferentes cefalosporinas (Figura 7). Se clasifican en generaciones

atendiendo al desarrollo historico y al espectro de actividad (Tabla 2).

Las diferencias en el espectro de actividad y propiedades farmacolégicas de los
miembros de este grupo resultan de las sustituciones de las cadenas laterales situadas
en la posiciones 3 y 7. La adicibn de un grupo metoxi en la posicion 7 del anillo

betalactamico da lugar a las cefamicinas.

Monobactamicos

Los monobactadmicos son betalactdmicos monociclicos derivados del &acido 3-
aminomonobactamico (3-AMA) en el que el nitrdgeno amidico se encuentra unido a un
radical sulfénico que activa el nucleo (Figura 7). Su principal representante es el
aztreonam producido por Chromobacterium violaceum. Su espectro de actividad se limita

a las bacterias gramnegativas aerobias y facultativas.

Carbapenémicos

Los carbapenémicos presentan una sustitucion del &tomo de azufre por un atomo
de carbono en el anillo tiazolidinico respecto la estructura original de las penicilinas
(Figura 7). El derivado mas utilizado y estable es la N-formimidoiltienamicina, también
conocido como imipenem. Otros carbapenémicos utilizados hoy en dia en la practica
clinica son el meropenem, el ertapenem y el doripenem (Tabla 2). Son la clase de

betalactamicos con el mayor espectro de actividad.

Inhibidores de las betalactamasas

Los mas utilizados en clinica son el acido clavulanico, sulbactam y tazobactam
(Tabla 2). En el acido clavulanico, el &tomo de azufre se sustituye por uno de oxigeno y
en el sulbactam y tazobactam hay una oxidacion del azufre en el anillo betalactamico;
cada uno presenta un nucleo diferente. Estos compuestos poseen una baja actividad
antibiotica, pero presentan muy buena capacidad inhibitoria de las betalactamasas de
clase A, variable de las de clase D y son inactivos frente a las betalactamasas de clase C

y las metaloenzimas de clase B. Estos inhibidores de las betalactamasas acttan
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uniéndose irreversiblemente al grupo hidroxilo de la serina presente en el centro activo de

la enzima, produciendo un acilado intermedio muy estable, inhibiendo de esta forma su

actividad. Estos compuestos se administran conjuntamente con penicilinas con el fin de

prevenir su inactivacion por las betalactamasas.

En los ultimos afios, se han sintetizado nuevos inhibidores de betalactamasas,

como el avibactam, pero en este caso no presenta una estructura betalactamica

Tabla 2. Principales antibiéticos betalactamicos.

38,41

Clase Grupo

Antibidtico

Penicilinas naturales

Penicilina G, Penicilina V

Aminopenicilinas

Ampicilina, Amoxicilina

Azlocilina, Mezlocilina,

Penicilinas Ureidopenicilinas _ -
Piperacilina
Carboxipenicilinas Carbenicilina, Ticarcilina
Isoxazolilpenicilinas Oxacilina, Cloxacilina,
Cefalosporinas 12 Cefazolina, Cefalotina, Cefradina,
generacion Cefalexina, Cefadroxilo
Cefalosporinas 22 Cefamandol, Cefuroxima,
generacion Cefaclor, Cefonicid
) Cefotaxima, Ceftazidima,
Cefalosporinas 32 _ o
y Ceftriaxona, Cefixima,
Cefalosporinas generacion

Cefoperazona

Cefalosporinas 42

generacion

Cefepime, Cefpiroma

Cefalosporinas 52

Ceftobiprole, Ceftarolina

generacion
. e Cefoxitina, Cefmetazal,
Cefamicinas )
Cefotetan
Monobactamicos Aztreonam

Carbapenémicos

Imipenem, Meropenem,

Ertapenem, Doripenem

Inhibidores de

betalactamasas

Acido clavulanico, Sulbactam,
Tazobactam, Avibactam?®

#Nuevo inhibidor de betalactamasas no betalactamico.
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1.3. RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS

Desde su introduccion en la practica clinica en la década de 1940, el uso de
antibioticos ha estado continuamente ligado a la aparicion progresiva de microorganismos

resistentes®“?, La resistencia a los antibiéticos puede ser natural o adquirida.

La resistencia natural o intrinseca es caracteristica de cada especie, género o
grupo bacteriano, por lo que se trata de una resistencia predecible (por ejemplo, la
resistencia a glucopéptidos en enterobacterias o la resistencia a aminoglucésidos en
bacterias anaerobias). Estos mecanismos dependen de funciones codificadas en el

cromosoma bacteriano.

La resistencia es adquirida cuando en una especie que es naturalmente sensible a
un antibiético aparecen cepas resistentes a ese mismo antibiético. La adquisicién de
resistencia puede originarse en el propio microorganismo mediante mutaciones en genes
cromosomicos, o por la adquisicion de material genético exdégeno en forma de elementos

genéticos maviles que son portadores de genes de resistencia.

1.3.1. Resistencia adquirida

La resistencia adquirida se puede originar por mutaciones de los genes
bacterianos debido a errores en la replicacion del propio microorganismo, o a la
adquisicion de genes de resistencia. En general, la adquisicion de genes de resistencia
se produce mediante los procesos de transformacion (por incorporacion de DNA
exdgeno), transduccion (mediados por bacteri6fagos) o conjugacién (por plasmidos y
transposones conjugativos) (Figura 8)*®. El intercambio de material genético por
cualquiera de estos mecanismos mencionados se denomina transferencia horizontal, y

cuando se transfiriere a sus células hijas se habla de difusion vertical.

La transferencia horizontal de genes entre bacterias contribuye a la variabilidad

genética y a la evolucion bacteriana, permitiendo adaptarse a las variaciones del medio.
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Figura 8. Mecanismos de adquisicion de genes resistencia a antibidticos, (A) Transformacion por la
incorporacion de DNA libre; (B) transduccion por bacteriéfagos; (C) conjugacion mediada por plasmidos.
Figura adaptada del trabajo de Alekshum et al*’.

1.3.1.1. Transformacién
Fue descubierto por F. Griffith en 1928* y consiste en la captacion de DNA libre

presente en el ambiente y su posterior integracion en el genoma bacteriano (Figura 8A)*.

Para que una bacteria sea capaz de captar el DNA foraneo se ha de encontrar en
estado de competencia. Esta competencia puede darse de forma natural (competencia
fisiolégica) en muchos microorganismos como Streptococcus, Neisseria, Campylobacter,
Haemophilus, Helicobacter, Pseudomonas, Staphylococcus y Bacillus, o inducirse
artificialmente en el laboratorio (competencia artificial) por diferentes mecanismos como
la electroporacién o tratamientos con frio y cloruro célcico. Estos tratamientos modifican
la permeabilidad de la membrana permitiendo la entrada de DNA libre. El proceso de
transformacion natural es diferente en gramnegativos y grampositivos pero en ambos
casos se requiere la presencia de receptores localizados en la superficie celular capaces
de reconocer y unirse al DNA de cadena doble libre®®. Este DNA ser& internalizado y
protegido para evitar su degradacién. Una vez en el interior se dirigird al cromosoma

bacteriano o a algun plasmido y se integrara por un proceso de recombinacion homéloga.
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Si no existe un elevado grado de homologia entre el fragmento de DNA a integrar y el
cromosoma bacteriano, la recombinacién no tendra lugar y el DNA incorporado sera

degradado.

1.3.1.2. Transduccion
Es el proceso mediante el cual el DNA se transfiere desde una bacteria a otra por
medio de un bacteriéfago (Figura 8B). Este fendbmeno se conoce desde 1951 gracias a
los experimentos realizados por Zinder y Lederberg donde observaron que los fagos
actuaban como vectores de transferencia de material genético en cepas de S. enterica

serovar Typhimurium®’.

Los fagos que actian como mediadores de la transduccion se denominan fagos
defectivos. Se originan cuando el fago infecta a una cepa donadora y fruto de un error en
su replicacion incorpora DNA bacteriano en su nucleocapside. Esta particula virica
defectuosa transfiere el material genético a otra bacteria que actia como receptora. Si
hay regiones homologas, este DNA transductor puede ser incorporado al genoma de la
célula receptora. En funcion de si el fago defectivo incorpora DNA bacteriano de un
fragmento cualquiera del genoma o si el DNA bacteriano proviene de una region
especifica, la transduccion se considera generalizada o especializada, respectivamente.
La transduccion generalizada puede producirse por un gran nimero de fagos, en cambio,

la transduccién especializada esta limitada a fagos lisogénicos o integrativos.

1.3.1.3. Conjugacion
Es el principal mecanismo de diseminacion por transferencia horizontal, mediante
el cual el intercambio de material genético entre la cepa donadora y la receptora implica
necesariamente un contacto fisico entre ambas células (Figura 8C). Este fendmeno fue
observado por primera vez en 1946 por Lederberg y Tatum, que lo describieron

originalmente como una forma arcaica de reproduccién sexual entre bacterias®.

La conjugacion es un proceso que utilizan los plasmidos y los transposones
conjugativos para su movilizacion, con la finalidad de perpetuarse y diseminarse entre la

poblacién bacteriana®.
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El mecanismo conjugativo se basa en la confluencia de dos procesos diferentes,
un sistema de transporte de macromoléculas y un sistema de movilizaciéon del DNA
plasmidico®. Los genes encargados de formar la maquinaria de transporte se engloban
en la region Mpf (Mating pair formation) mientras que la region que codifica los genes
implicados en la movilizacion del DNA se denomina Dtr (DNA transfer replication). El
sistema Mpf pertenece a la familia de los sistemas de secrecion de tipo IV y es el
encargado de formar el canal por donde se movilizara el DNA plasmidico hacia la célula

receptora.

El contacto entre la cepa donadora y la receptora se consigue por contraccién o
desacoplamiento del pilus sexual. Este contacto, inicialmente inestable, es detectado por
unas proteinas sintetizadas en la region tra (regién de transferencia), que originan
cambios que inician la transferencia del DNA plasmidico de una célula a la otra. La
proteina TraM, actia como una proteina sefializadora activando las proteinas TraN y
TraG, encargadas de estabilizar y mantener unidas las dos células. La proteina TraM,
junto con otras proteinas, produce poros en las paredes del donante como resultado del
contacto de los dos citoplasmas. Posteriormente, la relaxasa, que es uno de los
principales componentes del relaxoma (complejo formado por DNA vy proteinas),
reconocera el oriT (origen de transferencia) del plasmido y realizara un corte, de manera
gue una de las cadenas se rompera, quedando la relaxasa unida covalentemente al
extremo 5’ de la cadena. Se produce un desenrrollamiento de la cadena rota, por accion
de las helicasas. A partir del extremo 3’ —OH libre se iniciara la replicacién por circulo
rodante. La relaxasa, unida covalentemente al DNA, se pondrd en contacto con el Mpf
por medio de la proteina acopladora (T4CP) que actia como una bomba, inyectando la
relaxasa, unida al DNA de cadena simple hasta la célula receptora. Una vez se haya
finalizado la copia de la cadena simple y el traspaso, la relaxasa ligara los dos extremos

para circularizar el plasmido®.

1.3.2. Elementos genéticos méviles

La transferencia horizontal permite el intercambio de genes entre diferentes
bacterias. Estos genes se transfieren insertados en elementos genéticos moviles como
las secuencias de insercion, transposones, integrones, elementos conjugativos

integrativos y plasmidos.
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1.3.2.1. Secuencias de insercién y transposones

Las secuencias de insercion (IS) son los elementos genéticos moviles mas
simples. Se encuentran en cromosomas bacterianos y en plasmidos. Las IS se
caracterizan por presentar pequefas repeticiones terminales invertidas en sus extremos.
En su interior se localiza el gen que codifica una enzima denominada transposasa y que
es requerida para la movilidad del elemento. Cuando estos elementos contienen genes
accesorios que no estan involucrados en la translocacion del elemento se denominan

transposones®.

Un transposon simple es mas largo que una secuencia de insercion ya que
contienen genes accesorios, que normalmente codifican resistencia a algun antibiético, y
la transposasa (tnpA)®%. Un transposén complejo estd construido por un par de
secuencias de insercion, normalmente inversas, entre las cuales hay una secuencia de

DNA cuya expresion puede alterar el fenotipo de la célula (Figura 9).

Genes de transposicdon
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Figura 9. Diagrama de un transposon complejo, formado por un fragmento de DNA que puede codificar
resistencia a algun antibiético, flanqueado de las IS y la transposasa que permiten su translocacion.

1.3.2.2. Integrones y casetes génicos
Los integrones bacterianos son sistemas de captura de genes que utilizan un sitio

especifico de recombinacion (Figura 10).

Los integrones constan de un sistema de recombinacion especializado que
consiste en un gen intl, que codifica la enzima de recombinacion denominada integrasa, y
el sitio de recombinacion denominado attl donde se pueden incorporar diferentes genes
denominados casetes génicos. Estos casetes génicos estan formados por un Unico gen y
el sitio de recombinacién attC que recombinara con attl quedando de esta forma

incorporado el casete génico al integrén. Los integrones se caracterizan por ser capaces
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de captar estos casetes génicos los cuales codifican determinantes de resistencia a
antibiéticos y con otras funciones (toxinas, lipoproteinas, enzimas modificantes). En los
integrones, los casetes génicos son los que constituyen el elemento movil de la
estructura®. En el proceso de desplazamiento de un integrén a otro, o de un sitio a otro en
el mismo integron, el casete génico aparece como una pequefia molécula de DNA

circular de doble cadena no replicativa, lo que serfa un estado intermedio®:.

La forma mas simple de un integrén presenta una estructura compuesta por dos
regiones no variables terminales, denominadas secuencias constantes (CS) y una
seccion central altamente variable. En el extremo 5’ se localiza intl, el lugar de insercion
del cassette (attl), y el promotor (P.n) para la expresion de los genes integrados (Figura
10).

GTTRRY (sitio de recombinacién)

|\ #
Y ri
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5-CS “att! 3-CS
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Casete genico
- altC

-» Fin del casete genico Gen de

resistencia

Figura 10. Esquema representativo de los elementos de un integron. En el extremo 5’ se localizan los genes estructurales
del integron (intl, attl y Pay). En el extremo 3’ pueden contener genes de resistencia como el gen gqacEDI que confiere
resistencia a componentes como amonio cuaternario y el gen sul que confiere resistencia a sulfonamidas. Adaptada de
Bennet et al*.

1.3.2.3. Elementos conjugativos integrativos (ICE)

Los elementos conjugativos integrativos (ICE), también llamados transposones
conjugativos, se caracterizan por contener un origen de transferencia y los genes
requeridos para formar el aparato de conjugacién, presentando asi, la capacidad de
transponerse de un lugar a otro del genoma bacteriano y autotransferirse de una forma
similar a la que veremos en los plasmidos. Estos elementos no presentan un origen de
replicacion, es decir, no disponen de una replicaciébn autbnoma para mantenerse, de
forma que su supervivencia y diseminacion se deben al hecho de encontrarse integrados

en el replicon de un pldsmido o cromosoma bacteriano.
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Los elementos conjugativos integrativos son un grupo altamente heterogéneo de
elementos genéticos con diferentes propiedades y rangos de hospedadores. Es comun
gue estos elementos contengan genes que codifican resistencia a antibidticos. Estos
genes se encuentran localizados en regiones variables denominadas puntos calientes o
hotspots, que son regiones altamente recombinativas que permiten la captura de estos

genes adicionales.

Hay también, elementos integrativos que no contienen la region de conjugacion
pero que pueden movilizarse mediante ICEs conjugativos co-residentes o mediante

plasmidos conjugativos®*>°,

1.3.2.4. Plasmidos

Los plasmidos son elementos genéticos extracromosomicos de DNA que
contienen su propio origen de replicacion (Figura 11). Se han encontrado en casi todos
los géneros bacterianos y el mas simple de estos elementos contiene un origen de
replicacion y genes que codifican funciones replicativas®. Generalmente, los plasmidos
también contienen un origen de transferencia y genes que codifican estructuras que
constituyen el aparato de conjugacién y que les permiten transferirse a los nuevos
hospedadores mediante la conjugacién®’. Estos plasmidos que presentan los genes de
conjugacion son los llamados plasmidos conjugativos. En cambio, si solamente presentan
un origen de transferencia (oriT) pero no genes de conjugaciébn se denominan
movilizables ya que pueden hacer uso de las funciones de conjugacion de los plasmidos

conjugativos para transferirse a un nuevo hospedador.

Los plasmidos codifican basicamente tres grupos de genes. El primero incluye los
genes implicados en su replicacién y en su mantenimiento en la célula hospedadora,
estos genes se localizan en una misma region conocida como replicon. Esta region
contiene un origen de replicacion (oriV), los genes cop/inc encargados del control del
naimero de copias, y una proteina Rep necesaria para el control de la replicacion®’. El
segundo grupo esta compuesto por los genes que codifican caracteres fenotipicos como
factores de virulencia o enzimas que confieren resistencia a algun antibiético. El tercer
grupo estd formado por los genes que codifican las estructuras para realizar la
conjugacion®. Tanto los plasmidos movilizables como los conjugativos presentan la region

mob que codifica la relaxasa. Esta enzima es la encargada de reconocer el oriT en el
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proceso de conjugacion, la cual hace un corte y se queda unida de forma covalente,
transportando el plasmido a la célula hospedadora mediante un sistema de secreciéon de
tipo IV (T4SS)>.
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Figura 11. Diagrama de un plasmido con su origen de replicacion (oriT), genes de resistencia (ampicilina y
tetracilina) y diferentes dianas para enzimas de restriccion (Pstl, EcoRlI, Clal, Hindlll, BamH]I, Sall).

Si en un plasmido conjugativo o movilizable hay un gen de resistencia, entonces
éste tendra el potencial para transferirse a nuevos hospedadores. Algunos plasmidos
presentan un amplio rango de hospedadores y pueden transferirse entre diferentes
especies®®. Hay también plasmidos que tienen la capacidad de transferirse a un
hospedador en particular pero no pueden replicarse en el nuevo hospedador o no se
replican bien. En estas circunstancias, el plasmido se podria perder, mientras que si
contiene un gen de resistencia en un transposon este elemento genético puede

translocarse al cromosoma bacteriano y mantenerse en ausencia del plasmido®.

La gran variabilidad de los plasmidos existentes ha hecho que los intentos por
clasificarlos se haya convertido en todo un reto, ya que la capacidad de agruparlos en
grupos homogéneos en base a sus relaciones filogenéticas permite analizar su
distribucion y su relacion con las células hospedadoras. En 1971, Hedges y Datta
propusieron una clasificacion plasmidica basada en la estabilidad de los plasmidos
durante la conjugacioén, fendmeno llamado incompatibilidad plasmidica que se refiere a la
incapacidad de ciertos plasmidos de convivir en la misma célula hospedadora. Asi, los
plasmidos que muestran una incompatibilidad mutua se engloban en un mismo grupo de

incompatibilidad (Inc)®. Hoy en dia se conocen 27 grupos Inc en Enterobacteriaceae. En
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1988, Couturier et al propusieron un esquema de tipaje plasmidico basado en la técnica
de Southern Blot usando replicones clonados como sondas, pero la baja especificidad de
la hibridacion junto con la gran diversidad plasmidica producia cruces de hibridaciones
entre grupos Inc relacionados. Posteriormente, en 2005, Carattoli describe una técnica
basada en la PCR denominada PBRT (PCR-based replicon typing), que es la mas
utilizada hoy en dia para la clasificacién de plasmidos. Esta técnica permite la deteccién
de la mayoria de las familias plasmidicas aisladas en enterobacterias (HI1, HI2, 11/ly, X,
L/M, N, FIA, FIB, W, Y, P, FIC, A/C, T, FlIs, K, B/O, F, ColE, Ry U)%.

En 2009, Garcillan-Barcia et al propusieron una nueva clasificacion plasmidica basada en
la tipificacion de la region mob, que como se explicé anteriormente, codifica la relaxasa.
Segun las caracteristicas genéticas y las propiedades de las relaxasas, se puede realizar
una clasificacion plasmidica en seis familias (MOBg, MOBy, MOBqg, MOBc, MOBp Yy
MOBYy). Esta clasificacion engloba una mayor diversidad plasmidica, permitiendo, ademas
de la clasificacion de los plasmidos caracteristicos de enterobacterias, la de otras
bacterias (como proteobacterias, actinobacterias, cianobacterias, firmicutes....), asi como

de otros elementos genéticos méviles como los ICE con relaxasas®.

1.3.3. Mecanismos de resistencia a los betalactamicos

Los mecanismos implicados en la resistencia a los betalactamicos incluyen la
alteracion de la permeabilidad, la modificacion de la diana, la expresion de bombas de

expulsién activa y la produccion de betalactamasas (Figura 12).

1.3.3.1. Alteracién de la permeabilidad celular

Los canales proteicos o porinas son necesarios para la penetracion de los
antibiéticos betalactamicos a través de la membrana externa. La disminucién en el
namero de porinas o su modificacion estructural provoca la disminucion en la penetracion
de los betalactdmicos al espacio periplasmico, lugar donde se encuentra presente su

diana.

1.3.3.2. Modificacién de la diana
Los betalactamicos se tienen que unir a las PBP para ejercer su efecto bactericida.

Cambios en las PBP, generalmente mutaciones, recombinaciones o la adquisicién de
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nuevas PBP, pueden dificultar la union del betalactamico y por tanto disminuir su
actividad. Este mecanismo de resistencia se da principalmente en bacterias
grampositivas. También puede producirse en algunos gramnegativos como Haemophilus

influenzae o neisserias.

Modificacion Bumbas de
Alteracion de la diana expulsion

permeabilidad

activa

N

i h Betalactamasas
rep

\ PEF
“ el

€, Feptidogiican o
AT Membrana intema
Membrana sxtema

Figura 12. Mecanismos de resistencia a antibiéticos betalactamicos: Alteracion de la permeabilidad de la
membrana bacteriana, modificacion de la diana de los betalactdmicos (PBP), expresion de bombas de
expulsion activa y produccion de enzimas inactivantes (betalactamasas).

1.3.3.3. Bombas de expulsion activa

Los sistemas de expulsién activa son proteinas de transporte encargadas de
bombear las sustancias toxicas hacia el exterior. La activacion de estos sistemas implica
la eliminacion del antibiotico hacia el exterior del microorganismo. En la actualidad se
conocen cinco familias de bombas de expulsion activa, que difieren en la manera de
obtener la energia para desarrollar su actividad, en su organizacion estructural y en los
sustratos que son capaces de eliminar. Estas cinco familias incluyen la MFS (major
facilitor superfamily), la ABC (ATP-binding cassette), la RDN
(resistance/nodulation/division), la SMR (small multidrug resistance) y la MATE (multidrug

and toxic compound extrusion). Estas bombas de expulsion de antibidticos utilizan la
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energia de la fuerza motriz proténica para expulsar al antibiético, excepto las de la familia

ABC que utilizan la energia generada por la hidrélisis de ATP®.

Estas bombas se han encontrando tanto en bacterias grampositivas como
gramnegativas. Al igual que las alteraciones de la permeabilidad, las bombas de
expulsion activa no suelen causar un alto grado de resistencia por si mismas, aunque

pueden actuar de forma sinérgica con otros mecanismos de resistencia.

1.3.3.4. Produccion de enzimas inactivantes

El principal mecanismo de resistencia a los antibiéticos betalactamicos, sobre todo en
bacterias gramnegativas, es la producciéon de betalactamasas. Estas enzimas hidrolizan
el anillo betalactamico dando lugar a un derivado inactivo incapaz de unirse a las PBP. La
cantidad y naturaleza de la enzima producida influye en el fenotipo de resistencia

observado.

1.4. LASBETALACTAMASAS

El mecanismo mayoritario de resistencia a los betalactdmicos en bacilos
gramnegativos es la produccion de betalactamasas, enzimas que inactivan a éstos
mediante la hidrdlisis del anillo betalactamico®’. Algunas betalactamasas utilizan iones de
zinc para romper el anillo betalactdmico pero la gran mayoria actia mediante la accion de
la serina. La enzima se une al antibidtico mediante un enlace no covalente reversible;
posteriormente, se produce una acilacion entre el grupo éster del anillo betalactamico y el
grupo hidroxilo libre del residuo de serina del centro activo de la enzima. Finalmente, la
hidrélisis del éster libera la enzima activa y el antibiotico inactivado. Este mecanismo
tiene lugar en betalactamasas de clase A, C y D que presentan serina en el centro activo;
mientras que las enzimas de clase B utilizan iones zinc para actuar sobre el anillo

betalactamico (Figura 13)%.
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Figura 13. Mecanismo de accién de las betalactamasas. Adaptada de Livermore®.
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Figura 14. Arbol filogenético que representa las relaciones evolutivas entre algunas PBP y diversas

betalactamasas de clase A. Adaptado de Urbach et al ®.
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Basado en el analisis de secuencia, se cree que las betalactamasas y las PBP

pueden haber derivado de un ancestro comun que evolucioné de forma divergente.

Ambas presentan estructuras similares pero las betalactamasas han adquirido un

mecanismo catalitico mas eficiente en la reaccion de deacilacion que el que presentan las
PBP (Figura 14)*°%,

1.4.1. Clasificacion de las betalactamasas

A lo largo de los afos se han propuesto diferentes clasificaciones de las

betalactamasas, siendo las més utilizadas las siguientes:

1)

2)

Clasificacion de Ambler. Se basa en la secuencia aminoacidica y divide las
betalactamasas en cuatro clases (A-D). Las clases A, C y D actian mediante el
mecanismo basado en la serina, mientras que las de la clase B necesitan zinc
para su accion.

Clasificacion de Bush-Jacoby-Medeiros. Se basa en caracteristicas funcionales
gue incluyen el perfil de sustrato de hidrdlisis y el patrén de inhibicién y clasifican

las betalactamasas en tres grupos (Tabla 3)**.

Ambas clasificaciones estan correlacionadas.

Grupo 1, cefalosporinasas. Incluye las cefalosporinasas que pertenecen a la
clase molecular C de codificacion cromos6mica en enterobacterias y en otros
microorganismos. Son mas activas frente a cefalosporinas que a benzilpenicilina,
no son inhibidas por acido clavulanico y son activas frente a cefamicinas. En
muchos microorganismos, incluyendo C. freundii, E. cloacae, S. marcescens y P.
aeruginosa, la expresion de AmpC es baja pero inducible en presencia de ciertos
antibioticos betalactamicos. En otros, incluyendo Acinetobacter baumannii y E. coli
no es inducible debido a la falta de uno o mas componentes del sistema de
induccion. También se incluyen en este grupo, las betalactamasas adquiridas
CMY, ACT, DHA, FOX y MIR.

Subgrupo le. Incluye variantes con mayor actividad contra ceftazidima y otras
oximinocefalosporinas como resultado de mutaciones en el gen ampC. Se
conocen como betalactamasas AmpC de amplio espectro (ESAC) e incluyen GC1
de E. cloacae, las plasmidicas CMY-10, CMY-19, CMY-37 y otras.
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Tabla 3. Clasificacion de las betalactamasas. Tabla extraida de Bush & Jacoby **,

Grupo Grupo Inhibida por
Bush- Bush-Jacoby- Clase
Jacoby Medeiros molecular Enzima
(2009) (1995) (subclases) Sustrato(s CA/TZB  EDTA Caracteristica(s) representativa
Mayor hidrolisis de cefalosporinas  E. coli AmpC, P99,
1 1 C Cefalosporinas No No que de benzilpenicilina, hidroliza ACT-1, CMY-2,
cefamicinas FOX-1, MIR-1
Hidrolisis de CAZ aumentaday a
le NI C Cefalosporinas No No menudo de otros oximino- GC1, CMY-37
betalactdmicos
Mayor hidrdlisis de benzilpenicilina
2a 2a A Penicilinas Si No PC1
que de cefalosporinas
Penicilinas, Similar hidrdlisis de TEM-1, TEM-2,
2b 2b A Si No o )
C1G,C2G benzilpenicilina y cefalosporinas SHV-1
Cefalosporinas
TEM-3, SHV-2,
de amplio Hidrélisis incrementadas de
2be 2bc A Si No CTX-M-15, PER-1,
espectro, oximinobetalactamicos
) VEB-1
monobactamicos
Resistencia a cido clavuléanico,
2br 2br A Penicilinas No No TEM-30, SHV-10
sulbactam y tazobactam
Cefalosporinas o
. Hidrdlisis incrementada de
de amplio o -
2ber NI A No No oximinobetalactamicos y TEM-50
espectro, ) L
L resistencia a inhibidores
monobactamicos
Hidrdlisis incrementada de
2c 2c A Carbenicilina Si No - PSE-1, CARB-3
carbenicilina
Carbenilina, Hidrdlisis incrementada de
2ce NI A Si No RGT-4
cefepime carbenicilina y cefepime
Hidrdlisis incrementada de
2d 2d D Cloxacilina Variable No OXA-1, OXA-10
cloxacilina u oxacilina
Cefalosporinas Hidrdlisis incrementada de
2de NI D de amplio Variable No cloxacilina u oxacilina y oximino- OXA-11, OXA-15
espectro betalactamicos
Hidrdlisis incrementada de
2df NI D Carbapenémicos Variable No cloxacilina u oxacilinay OXA-23, OXA-48
carbapenémicos
Cefalosporinas o . o
Hidroliza cefalosporinas, inhibida
2e 2e A de amplio Si No CepA
por CA pero no por AZT
espectro
Hidrdlisis incrementada de
) ) ) o KPC-2, IMI-1,
2f 2f A Carbapenémicos Variable No carbapenémicos, oximino- SMEL
betalactdmicos y cefamicinas
Hidrolisis de amplio espectro
) ) ) i IMP-1, VIM-1,
3a 3 B(B1) Carbapenémicos No Si incluyendo carbapenémicos pero
) CerA, IND-1
no monobactamicos
L1, CAU-1, GOB-
B(B3)
1, FEZ-1
Hidrdlisis preferencial de
3b 3 B(B2) Carbapenémicos No Si o CphA, Sfh-1
carbapenémicos
NI 4 Desconocido
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Grupo 2, serina betalactamasas. Incluye las clases moleculares Ay D.

Subgrupo 2a, penicilinasas. Presentan un espectro de actividad hidrolitica

relativamente limitado con capacidad para hidrolizar la penicilina G pero no las
penicilinas semisintéticas antiestafilococicas (cloxacilina, dicloxacilina). Son
inhibidas por acido clavulanico. Predominan en bacterias grampositivas y pueden
ser de codificacion cromosémica (Bacillus, Clostridium butyricum, C.
clostridioforme) o plasmidica (S. aureus).

Subgrupo 2b. Incluye la mayoria de betalactamasas de amplio espectro capaces
de hidrolizar las penicilinas y, si la expresion es elevada, pueden conferir
resistencia a cefalosporinas de primera generacion. Son inhibidas por acido
clavulanico y tazobactam. Incluye las enzimas TEM-1 y TEM-2 y SHV -1, entre
otras.

Subgrupo 2be. Comprende las betalactamasas de espectro extendido (BLEE).
Presentan un amplio espectro de actividad hidrolitica frente a penicilinas y
cefalosporinas, asi como aztreonam. Son inhibidas por tazobactam y acido
clavulanico. Incluidas en este grupo estan las BLEE SHV, TEM, CTX-M y otras
menos comunes como PER, VEB, BEL, BES, SFO y TLA.

Subgrupo 2br. Betalactamasas de amplio espectro que son resistentes a acido
clavulanico, tazobactam y sulbactam. En este grupo se encuentran las IRT
(inhibitor resistant TEM-type) y algunas SHV como la SHV-10.

Subgrupo 2ber. Incluye enzimas de tipo TEM que combinan un espectro extendido

(BLEE) con una relativa resistencia a la inhibicion por &cido clavulanico. Se
conocen como CMT (Complex mutant TEM) y entre ellas se incluye la TEM-50
(CMT-1).

Subgrupo 2c. Incluye las carbenicilinasas CARB o PSE que hidrolizan
preferentemente carbenicilina y ticarcilina. Son generalmente inhibidas por acido
clavulanico y tazobactam.

Subgrupo 2ce. Incluye la carbenicilinasa de espectro extendido RTG-4 (CARB-
10), que presenta actividad ademas contra cefepime.

Subgrupo 2d. Incluye las betalactamasas con capacidad para hidrolizar oxacilina.
Su perfil de hidroélisis es similar al de las betalactamasas de amplio espectro pero
son mas resistentes a la accién del acido clavulanico. Incluye las betalactamasas
de la familia OXA.

Subgrupo 2de. Incluye enzimas capaces de hidrolizar oxacilina con un espectro

ampliado a oximinobetalactamicos pero no carbapenémicos, adquiriendo el
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fenotipo de BLEE. Son enzimas derivadas de OXA-10, y también se incluye OXA-
11 y OXA-15.

Subgrupo 2df. Incluye betalactamasas de la familia OXA con actividad frente a
carbapenémicos. En este grupo se incluye la OXA-48.

Subgrupo 2e. Presentan actividad frente a cefalosporinas de amplio espectro y
son inhibidas por &cido clavulanico o tazobactam. Incluye las cefalosporinasas
cromosomicas propias de especies como P. vulgaris, C. koseri y C. sedlakii.
Subgrupo 2f. Son serincarbapenemasas de la clase molecular A. Presentan
capacidad de hidrolizar carbapenémicos y son parcialmente inhibidas por acido
clavulanico. Incluye las carbapenemasas SME, IMI, GES, KPC y NMC.

- Grupo 3, metalobetalactamasas (MBL). Pertenecen a la clase B de Ambler y
necesitan para su accion enzimatica cationes divalentes, principalmente zinc. Su
perfil de hidrélisis incluye todos los betalactdmicos excepto el aztreonam. Son
inhibidas por agentes quelantes como el EDTA o el acido dipicolinico. Las MBL
fueron identificadas originalmente como enzimas cromosémicas en grampositivos
y ocasionalmente en bacilos gramnegativos, tales como Bacteroides fragilis o
Stenotrophomonas maltophilia.

Subgrupo 3a. Incluye MBL mediadas por plasmidos, tales como IMP y VIM.
Subgrupo 3b. Contiene un pequefio grupo de MLB que, preferentemente,
hidrolizan carbapenémicos frente a penicilinas y cefalosporinas. Incluye las MBL

cromosOmicas de Aeromonas spp.

1.4.2. Betalactamasas naturales en enterobacterias

Todas las enterobacterias de interés clinico, con excepcion de S. enterica y P.
mirabilis, presentan una betalactamasa natural y propia de cada especie®®® (Tabla 4):

Betalactamasas de clase C. Son las mas abundantes dentro de la familia

Enterobacteriaceae y se pueden expresar tanto a nivel constitutivo como inducible.

- Expresion constitutiva (E. coli, Shigella spp.).
La presencia de un promotor débil y un atenuador de la transcripcién hace que el
gen que codifica la betalactamasa AmpC se exprese a niveles basales muy bajos,
siendo estas cepas sensibles a todos los antibidticos betalactamicos, a excepcién
de los que son resistentes de forma natural. No obstante, mutaciones en la region

promotora o en el atenuador®, inserciones de elementos moviles que actdan
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como promotores fuertes®” o mutaciones en su regién estructural® pueden causar
la hiperproduccion de la betalactamasa. En estas circunstancias, el
microorganismo expresa niveles elevados de resistencia a aminopenicilinas,
carboxipenicilinas, cefalosporinas de primera y segunda generacién, cefamicinas
e inhibidores de betalactamasas. Si el grado de hiperproduccién es muy elevado
pueden verse afectadas también las ureidopenicilinas, las cefalosporinas de
tercera generacion y los monobactamicos.

Expresién inducible (Enterobacter spp., Citrobacter freundii, Serratia
marcescens, Morganella morgannii, Providencia spp. y Hafnia alvei).

Los microorganismos en los que el gen ampC es inducible presentan resistencia
natural a aminopenicilinas, carboxipenicilinas, C1G, inhibidores de
betalactamasas y sensibilidad variable a C2G y cefamicinas. Enterobacter spp. y
C. freundii son resistentes a cefoxitina y presentan sensibilidad disminuida a
cefuroxima, mientras que M. morganii, Providencia spp. y Serratia spp. son
resistentes a cefuroxima y moderadamente resistentes a cefoxitina. Mutaciones
en alguno de los genes encargados de la regulacién de la expresion de la
betalactamasa, mayoritariamente en el gen ampD y ampR, pueden producir su
desrepresion permanente®. En este caso, tanto en presencia como en ausencia
de inductor los niveles de resistencia son extremadamente elevados, siendo
resistentes a C3G y monobactamicos pero manteniéndose sensibles a C4G y

carbapenémicos.

Betalactamasas de clase A. Los miembros de la familia Enterobacteriaceae

presentan diferentes tipos de betalactamasas de clase A, que pueden agruparse en
diferentes subgrupos (clasificacion Bush-Jacoby)®® en funcién del patrén de
sensibilidad que confieren y la especie donde se encuentran presentes de forma
natural. Estas también pueden expresarse tanto de forma constitutiva como

inducible.

- Expresién constitutiva.

- Subgrupo 2a (K. pneumoniae). Algunas cepas de K. pneumoniae expresan

betalactamasas cromosémicas de clase A denominadas OKP y LEN""

con
actividad penicilinasa, confiriendo resistencia a ampicilina, amoxicilina,

carbenicilina y ticarcilina de forma natural.

- Subgrupo 2b (K. pneumoniae). La mayoria de las cepas de K. pneumoniae

presentan la betalactamasa cromosémica SHV-1, con un espectro de actividad
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similar a las anteriores, excepto cuando se hiperproduce. En este caso puede
llegar a conferir resistencia a C1G y afectar de forma moderada a ceftazidima y
combinaciones con inhibidores’?.

- Subgrupo 2be (Klebsiella oxytoca). K. oxytoca presenta una betalactamasa natural

denominada KOXY con un espectro de actividad similar a los anteriores. En caso
de hiperproduccion, las cepas son altamente resistentes a todas las penicilinas,
C2G y aztreonam, y con resistencia moderada o alta a combinaciones con
inhibidores y C3G, pero se mantienen sensibles a ceftazidima. Este perfil de
sensibilidad, con sinergia entre C3G (excepto ceftazidima) y amoxicilina-acido
clavulanico, puede confundirse facilmente con el patréon producido por una

betalactamasa de espectro extendido (BLEE).

Expresién inducible (Proteus vulgaris, Proteus penneri, Citrobacter koseri y
Citrobacter sedlakii).
Son activas frente a penicilinas, C1G y cefuroxima, pero se mantienen sensibles a

C3G y C4G, cefamicinas, combinaciones con inhibidores, monobactamicos y

carbapenémicos. Su desrepresion implica ademas resistencia a C3G vy

sensibilidad disminuida a C4G.

Tabla 4. Patrones de resistencia natural de diferentes especies de enterobacterias. Tabla adaptada de

Navarro et al ®°.

Especies AMP AMC TIC C1G FOX CXM GEN TET COL NIT
Klebsiella spp R R

Citrobacter koseri R R

Citrobacter amalonaticus R R

Citrobacter freundii R R R R r

Enterobacter cloacae R R R R r

Enterobacter aerogenes R R R R r

Hafnia alvei R R R

Serratia marcescens R R R r R

Proteus mirabilis R R R
Proteus vulgaris R R R R R
Morganella morganii R R R r R R R
Providencia spp. R R R r R R R
Yersinia enterocolitica R R R R R R

AMP: ampicilina; AMC: amoxicilina-acido clavulanico; TIC: ticarcilina; C1G: cefalosporinas de primera generacion; FOX:

cefoxitina; CXM: cefuroxima; GEN: gentamicina; TET: tetraciclina; COL: colistina; NIT: nitrofurantoina; R: resistente; r:

halos reducidos o CIM elevadas pero dentro del rango de sensibilidad.
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Dentro de las enterobacterias, encontramos especies con mas de una betalactamasa
cromosOmica, como es el caso de Yersinia enterocolitica, que produce una
cefalosporinasa inducible de clase C y una betalactamasa de clase A. Su fenotipo salvaje
incluye resistencia a aminopenicilinas, carboxipenicilinas, combinaciones con inhibidores,

cefamicinas, C1G y C2G, siendo sensibles a C3G, C4G y carbapenémicos.

1.4.2.1. Regulacion de la expresiéon de las betalactamasas AmpC

La produccién de la betalactamasa cromosomica AmpC en muchos organismos
gramnegativos como E. cloacae, E. aerogenes, C. freundii, P. stuartii, S. marcescens, M.
morganii, Y. enterocolitica y P. aeruginosa entre otras, es generalmente baja pero
inducible en respuesta a la presencia de antibiéticos betalactamicos y otros estimulos, y
esta estrechamente relacionada con los procesos de sintesis y reciclado de la pared
celular®. Sin embargo, no todas las especies de bacterias gramnegativas presentan una
expresion inducible del gen cromosémico ampC, por ejemplo, E. coli lo expresa a bajo

nivel de forma constitutiva, no inducible .

El fendmeno de induccién de betalactamasas en gramnegativos ha sido conocido
durante muchos afios como respuesta de resistencia ante la presencia de antibiéticos
betalactamicos. Estos antibidticos interaccionan (tal y como se ha detallado en el
apartado 1.2.2) con las proteinas PBP impidiendo que se lleve a cabo el ultimo paso en la
sintesis del peptidoglucano y, por tanto, provocando una alteracién del pool de
muropéptidos en el citoplasma que inhiben al regulador AmpR, lo que resulta en la

desrepresion del gen ampC que codifica la betalactamasa AmpC.

Aunque la reacciéon de las PBP se considera el Ultimo paso en la sintesis del
peptidoglucano, la estructura de la pared celular se rige bajo una constante
remodelaciéon’®. Asi, para mantener la integridad de la pared celular existe un balance
entre actividades de degradacion y de sintesis que deben ser estrictamente controladas
para permitir a la célula crecer a la vez que se evita la autolisis celular. La relacién entre
la induccién de la betalactamasa y el reciclado de la pared celular ha sido descubierta

recientemente®°.
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1.4.2.1.1. Reciclaje de la pared celular y la induccién de betalactamasa

Los productos de la pérdida de componentes de la pared son normalmente
capturados y reutilizados por la célula en un proceso denominado reciclaje del
peptidoglucano™. La principal ruta de reciclaje consiste en la entrada de los fragmentos
peptidicos hacia el citoplasma a través de la permeasa transmembrana AmpG. En el
citoplasma estos fragmentos peptidicos van a reaccionar con la proteina citosolica AmpD
que los va a transformar en tripéptidos que se reutilizaran en la sintesis de nuevo
peptidoglucano. Por otro lado, estos fragmentos peptidicos puede que no interactiien con
AmpD y se unan a AmpR, activando a este regulador transcripcional que impediria la

expresion de la betalactamasa AmpC (Figura 15).

Se ha demostrado que la correlaciéon existente entre AmpG, AmpR y AmpD es
imprescindible para la induccion de la betalactamasa AmpC en C. freundii y en E.
cloacae. Mutantes del gen ampD presentan una hiperproduccion semiconstitutiva de la
betalactamasa AmpC, mientras mutantes dobles de los genes ampG y ampD no son
inducibles, por lo que se cree que AmpG debe de ser un transductor de sefial o un
transportador que permite la entrada de un ligando que activa el regulador AmpR en
ausencia de actividad de AmpD. La observacion de acumulacion del tripéptido
anhMurNAc en el citoplasma de mutantes ampD permiti6 concluir que este tripéptido
actia como molécula sefial, y AmpD actla como un regulador negativo de la expresion

de la betalactamasa AmpC™.

En circunstancias normales, en ausencia de antibidticos betalactdmicos, estos
anhidro-muropéptidos son hidrolizados por la amidasa AmpD y reciclados mediante una
serie de reacciones en precursores para su reincorporacion en la pared celular. Cuando
el UDP-MurNAc-pentapéptido se une a AmpR, reprime la expresion de AmpC. Asi, la
regulacion de AmpC depende de las concentraciones relativas de fragmentos peptidicos
gue entran en el citoplasma y de anhidro-muropéptidos. En presencia de antibioticos
betalactamicos, los anhidromuropéptidos se acumulan y desplazan al UDP-MurNAc-
pentapéptido del regulador AmpR, asi la betalactamasa AmpC se expresa y es exportada

al periplasma para neutralizar el betalactamico.
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Figura 15. Regulacién de la sintesis, remodelado y reciclaje de la pared celular en relacién a la expresion de
la betalactamasa AmpC.
Figura adaptada de http://www.sciencemag.org/site/feature/data/pharmacia/1997/jacobs.xhtml

1.4.2.2. Betalactamasa AmpC en Escherichia coli
El gen ampC en E. coli se localiza downstream del operén frdABCD que codifica
la fumarato reductasa. El gen ampC se expresa de forma constitutiva a nivel bajo debido
a presentar un promotor débil y a estar sometido a atenuacién®”’’. El promotor de ampC
se localiza solapado al gen frdD del operén de la fumarato reductasa, donde se localizan
las secuencias consenso o cajas del promotor, -35 y -10. Downstream se localizan dos

secuencias simétricas con capacidad para formar una estructura en forma de horquilla, la
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cual presenta doble funcion: actuar como region atenuadora del gen ampC y como region

terminadora del gen frd (Figura 16)"®°.
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Figura 16. Representacion genética del terminador del gen frd y de la region promotora del gen ampC.
Adaptada de Jones HM et al”®.

Debido a esta estructura, y a que E. coli tampoco presenta AmpR ni AmpD, el
nivel de produccién de la betalactamasa AmpC depende principalmente de la fuerza de
su promotor, aunque otros factores, tales como la amplificacion del gen, la insercién de
una IS o diversas mutaciones en la region promotora pueden causar hiperproduccién de
AmpC y conducir a una resistencia a todos los antibiéticos betalactdmicos excepto

carbapenémicos y C4G®.

1.4.3. Betalactamasas adquiridas en enterobacterias

A parte de las betalactamasas naturales presentes en enterobacterias, la
adquisicion de nuevos genes que confieren resistencia a los antibiéticos betalactamicos
es cada vez mas frecuente. La primera penicilinasa de naturaleza plasmidica fue
descubierta por Novick en 1963 en cepas de S. aureus®. Dos afios mas tarde, en 1965,
Datta y Kontomichalou® descubrieron que la penicilinasa TEM-1 en Enterobacteriaceae

estaba codificada por genes contenidos en plasmidos. La movilizacién de estos genes
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por elementos méviles via transferencia horizontal ha permitido su rapida expansion y

diseminacion por todo el mundo.

El origen de las betalactamasas adquiridas no esta totalmente confirmado pero se
cree que muchas de ellas derivan de las betalactamasas cromosémicas de algunas
especies como es el caso de las betalactamasas AmpC adquiridas, procedentes
principalmente de los genes ampC cromosémicos de muchas enterobacterias tales como
C. freundii, M. morganii, H. alvei o Enterobacter spp. entre otras® (Figura 17); las
betalactamasas de espectro extendido de tipo CTX-M, derivadas del enzima
cromosémico de diferentes especies de Kluyvera ®: la betalactamasa adquirida SHV-1,
derivada del gen cromosémico de K. pneumoniae, entre otras. No obstante, la cepa
original de donde podrian haber derivado muchas betalactamasas adquiridas es todavia

desconocida.

¥. srdergcoifica
IPET
. mgrgeedl
y P
~

P Y

P. Imaeobilis
Af

&, ma@umannil
L=

L.lsclemgenuy . —

FEM

H. atwel —

"'-".lLHIb-I-\ﬁ-"'FF
ACE-1,

" “u.rl/
Ly s

SLET
B A0S GRS

PALH R
P, seruginoss -

Figura 17. Dendrograma de las betalactamasas AmpC cromosémicas y plasmidicas. Adaptada de Philippon

et al &,

1.4.3.1. Betalactamasas AmpC adquiridas
La idea de que los genes ampC estaban localizados exclusivamente en el
cromosoma comenzd a cambiar a mitad de los afios 70 cuando Bobrowsi et al®*®
detectaron la presencia de una betalactamasa indistinguible de la enzima AmpC de E.

coli, vehiculada por un pldsmido, en una cepa de P. mirabilis. Desafortunadamente, el
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plasmido original se perdio y se llegé a dudar de la veracidad de los experimentos de
transferencia. De nuevo, en 1982, Levesque et al describieron una cefalosporinasa
adquirida en Achromobacter spp.®, pero del mismo modo que el anterior, la cepa original

se perdio y el gen de la betalactamasa no pudo ser secuenciado. No fue hasta finales de

|87 |88

la década de los 80, cuando Bauernfeind et al®* y Papanicolaou et al®™® demostraron con

certeza que las betalatactamasas de tipo AmpC podian ser transferidas por plasmidos.

Desde la descripcion de las primeras betalactamasas AmpC adquiridas, la
aparicion de nuevas variantes ha estado en un continuo aumento, aunque de una manera

mucho mas gradual que la observada por las BLEE.

Se han nombrado en funcién de su preferencia para hidrolizar un sustrato como

las cefamicinas (CMY), la cefoxitina (FOX), el moxalactam (MOX) o el latamoxef (LAT);
en funcién del tipo de betalactamasa, AmpC-tipo (ACC) o clase C de Ambler (ACC); o en
funcién del sitio donde se descubrid, tal como “Miriam Hospital” en Providencia, USA
(MIR-1) o Dhahran Hospital en Arabia Saudi (DHA). BIL-1 fue nombrada por el nombre
del paciente (Bilal) del cual se obtuvo la muestra original.
Actualmente se han descrito 224 variantes (Julio de 2014) agrupadas en 9 tipos de
enzimas diferentes: CMY (121 variantes), ACT (35 variantes), FOX (12 variantes), MOX
(9 variantes), DHA (23 variantes), MIR (17 variantes), ACC (6 variantes), CFE (1 variante)
y LAT (1 variante) (www.lahey.org/Studies).

1.4.3.1.1. Clases de AmpC adquiridas
Aunqgue no existe una clasificacion formal, la mayoria de las AmpC adquiridas se
pueden agrupar en seis clases segun sus similitudes nucleotidicas y aminoacidicas con

diferentes betalactamasas cromosémicas de clase C#%°.

CIT. Las betalactamasas pertenecientes a esta clase derivan de la AmpC
cromosémica de C. freundii, con homologias que oscilan entre el 89,2 y el 97,1%%.
Dentro de este grupo se incluyen las enzimas de la CMY-2 a -7, CMY-12 a -18, CMY-20 a
121, CFE-1y LAT-1. En algunas revisiones mas antiguas, se pueden encontrar variantes
como LAT-2 a LAT-4 y BIL-1 dentro de este grupo, aunque estudios mas detallados de
sus secuencias nucleotidicas mostraron que BIL-1 y LAT-2 eran idénticas a CMY-2, que
LAT-3 era idéntica a CMY-6 y que LAT-4 era idéntica a LAT-1.
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Los primeros representantes de este grupo fueron aislados principalmente en cepas de
Klebsiella spp., E. coli y P. mirabilis a finales de los 80 y a lo largo de la década de los
90%, aunque el descubrimiento de nuevas variantes, principalmente derivadas de CMY-2,
sigue estando presente en la actualidad. Todas las enzimas derivadas de este grupo se
expresan a nivel constitutivo, a excepciéon de CMY-13, donde el gen ampC con su
regulador ampR fueron movilizados desde el cromosoma de C. freundii a un plasmido de
tipo N de una cepa de E. coli **. En la enzima CFE-1 también se observa la presencia del
gen regulador ampR, aunque en este caso no parece que la betalactamasa sea inducible
92_

CMY-2 (BIL-1, LAT-2) es el principal representante de este grupo. Fue aislada de una
cepa de K. pneumoniae procedente de un paciente griego en 1990, siendo publicada su
secuencia nucleotidica en 1996%.

Las variantes CMY-33, CMY-37 y CMY-44 se caracterizan por presentar sensibilidad
disminuida o resistencia a cefepime, debido a delecciones aminoacidicas en zonas
proximas a la region de la hélice H-10**%. Se ha demostrado que mutaciones en esta

zona aumentan el espectro de actividad de las betalactamasas AmpC®®%98

DHA. Las variantes pertenecientes a este grupo derivan del gen ampC
cromosomico de M. morganii, con una homologia que oscila entre el 98,2 y el 100%%. El
primer representante caracterizado, DHA-1, fue aislado en 1992 de S. enterica serovar
Enteritidis, procedente de una herida de un paciente hospitalizado en Arabia Saudi®.
Casi al mismo tiempo se aisl6 una cepa de K. pneumoniae portadora de DHA-2 en un
absceso perianal en Francia'®. Afios mas tarde, se aisla una K. pneumoniae portadora
de DHA-3 de un absceso hepatico en Taiwan'®. El resto de variantes no han sido
descritas hasta recientemente indicando que estas AmpC adquiridas presentan menor
capacidad evolutiva que las variantes de tipo CIT.

A pesar de que la mayoria de las betalactamasas adquiridas se expresan de forma
constitutiva, los representantes de esta familia son inducibles.

Verded et al demostraron en una cepa de S. enterica que tanto el ampC como su
regulador ampR provienen de una region de 2,6 kb del cromosoma de M. morganii con
una identidad entre el 98-100% y que ambos genes estaban dispuestos en la misma
configuracion que en el cromosoma'®. La regién ampC-ampR se encuentra asociada a
un integron complejo de clase 1 asociado a ISCR1, siendo la posible causa de la

movilizacion de esta regién de M. morganii en un plasmido conjugativo.
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ACC. Existen seis variantes de este grupo, aunque Unicamente dos (ACC-1 y
ACC-4) son de localizacion plasmidica. ACC-2 y ACC-3 son betalactamasas AmpC
cromosOmicas procedentes de las cepas de H. alvei HA-1 (AF180952) y HA-7
(AF180958) respectivamente.

Las ACC son las Unicas betalactamasas de tipo AmpC sensibles a cefoxitina, lo que
dificulta su deteccion en el laboratorio'®. La primera representante plasmidica, ACC-1, se
aislo en 1997 en Alemania de una cepa de K. pneumoniae causante de neumonia
nosocomial’®. Tan solo un afio después fue descrita la AmpC cromosémica de H. alvei
como origen de la AmpC plasmidica ACC-1'*, con una homologia del 99,7%, donde tan
solo se observa una sustitucion aminoacidica en la secuencia del péptido sefial.

Poco después se aisla una cepa de E. coli portadora de ACC-4 de una muestra de orina
en Atenas'®. Esta nueva variante tiene la particularidad de presentar un mayor espectro
de actividad frente a las cefalosporinas de amplio espectro, particularmente ceftazidima y

ceftriaxona, respecto a ACC-1.

FOX. Existen 12 variantes de este grupo, de la FOX-1 a la FOX-12, presentando
la FOX-5 y la FOX-6 secuencias idénticas. Derivan de la AmpC cromosémica de
Aeromonas caviae (reidentificada como A. media) con la que presentan un grado de
homologia superior al 96%. La primera representante de este grupo, FOX-1, fue aislada
de una cepa de K. pneumoniae en Argentina en 1989, aunque su secuencia no se publicé
hasta 1994,

_MOX. Este grupo incluye las variantes MOX-1 a -9, CMY-1, CMY-8 a -11 y CMY-
19. A excepcién de MOX-3 y MOX-5 a -7, presentes en el cromosoma de A. caviae, el
resto de variantes son de localizacién plasmidica. Originalmente se pensaba que este
grupo estaba relacionado con la AmpC cromosémica de P. aeruginosa con homologias
inferiores al 60%'°"'%, Méas tarde, se describié que estas variantes y las betalactamasas

AmpC de Aeromonas sobria'® y Aeromonas hydrophila'*

mostraban una homologia de
secuencia superior al 78%.

El primer representante de este grupo, CMY-1, se aislé en 1988 en una cepa de K.
pneumoniae en Corea del Sur. Pocos afios mas tarde, se aislaron cepas de K.
pneumoniae productores de MOX-1 en Japon (1991) y MOX-2 en Grecia (1995),
seguidas de aislados de E. coli productores de CMY-8 en Taiwan (1998) y K. pneumoniae
productores de CMY-9 en Japon (1995). EN 2003, se describe por primera vez una
betalactamasa de localizaciéon plasmidica (CMY-10) en E. aerogenes, especie productora

de una AmpC cromosdmica propia. Finalmente, aparece una cepa de E. coli portadora de
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CMY-11 en Corea del Sur y cuatro K. pneumoniae portadoras de la variante CMY-19 en
Japon, recogidas durante el periodo 1995-1997. En 2007, se describe una nueva variante
MOX-4 en una cepa de A. caviae aislada de un paciente con neumonia en China.

Presentan un patron fenotipico de resistencia caracteristico de una betalactamasa AmpC,
con la particularidad de que MOX-1, CMY-8 y CMY-9 son inhibidas por acido clavulanico
y que CMY-19 es mas activa frente a cefalosporinas de amplio espectro, incluyendo
cefepime. El grado de homologia entre las diferentes variantes de este grupo es muy

elevado, entre el 98 y el 99%.

EBC. Incluye las variantes ACT-1 a -9 y MIR-1 a -5. Aunque la mayoria son de
localizacion plasmidica, algunas de sus representantes se han encontrado Unicamente en
el cromosoma como ACT-2 y ACT-4, aisladas de cepas de Enterobacter asburiae, y MIR-
2 y MIR-3, presentes en el cromosoma de E. cloacae.

La primera representante de este grupo, MIR-1, se describi6 en 1990 en cepas de K.
pneumoniae en Estados Unidos®. En 1994 se aisla ACT-1, la segunda representante de
este grupo, en cepas de K. pneumoniae y de E. coli en Estados Unidos™*. El gen que
codifica esta enzima se localiz6 tanto en el cromosoma como en plasmidos de algunas
cepas estudiadas y presenta la particularidad de ser inducible en presencia de
antibiéticos betalactamicos, debido a la co-transferencia del gen blaacr.1 y su regulador
ampR desde el cromosoma de E. asburiae a un plasmido™*?.

En afios posteriores se describen otras variantes de este grupo en cepas de K.
pneumoniae (ACT-3, ACT-6, ACT-7 y MIR-5) y E. coli (ACT-5 y MIR-4). Inicialmente,
tanto ACT-1 como MIR-1 se relacionaron con el ampC cromosomico de E. cloacae, con
homologias que oscilaban entre el 85 y el 91,1%, aunque estudios posteriores sefialan a
E. asburiae como el verdadero origen, con una homologia del 97,6% para ACT-1 y del
92,9% para MIR-1%*2,

1.5. RESISTENCIA A QUINOLONAS

Las quinolonas son quimioterapicos que presentan una estructura formada por
dos anillos. El tipo de sustituyentes en distintas posiciones de su estructura determinan
su actividad, espectro y propiedades farmacocinéticas que permiten su clasificacién en

generaciones.

50

1



INTRODUCCION

0 0
# ] COOH F COOH
£
H.C NN HN N N
| s |
Acido nalidixico CHH AN
Ciprofloxacing

Figura 18. Estructura quimica de quinolonas (acido nalidixico) y fluoroquinolonas (ciprofloxacina).
Figura extraida de Microbiologia y Parasitologia Médicas, Prats G*.

Las moléculas que presentan sustituciones de tipo piperacina en posicién 7 son,
en general, mas activas frente a gramnegativos, mientras que las que presentan un

sustituyente de tipo pirrolidina aumentan su actividad sobre grampositivos**3.

El &cido nalidixico es el representante de la primera generacion y presenta corto
espectro de accion ya que solo es activo frente a gramnegativos. La segunda generacion
se caracteriza por la adicion de un atomo de fldor en posicién 6 (de ahi el nombre de
fluoroquinolonas). Ademas de presentar un amplio espectro de actividad frente a
gramnegativos tienen una serie de propiedades farmacocinéticas que las hacen (utiles
para el tratamiento de infecciones sistémicas. Ciprofloxacino y levofloxacino son los
compuestos mas utilizados de esta generacién. Moxifloxacino es un representante de la
tercera generacion que incrementa su espectro a cocos grampositivos y bacterias
anaerobias. Entre las generaciones mas recientes se encuentran moléculas como
garenofloxacino que no presenta flior en posicion 6 formando la subclase de las

desfluoroquinolonas.

A pesar del gran numero de moléculas producidas, muchas de ellas han sido
retiradas del mercado debido a su elevada toxicidad y solo un numero reducido han
permanecido con utilidad clinica. En los ultimos afios se han desarrollado nuevos
farmacos de esta clase, como nemonoxacino y delafloxacino, que se encuentran en

diferentes fases de ensayos clinicos (Figura 18)**“.

51

1



INTRODUCCION

1.5.1. Mecanismo de accion de las quinolonas

Las quinolonas actian inhibiendo la accién de las enzimas DNA girasa y
topoisomerasa IV, que son topoisomerasas de tipo Il relacionadas con procesos de
replicacion y segregacion del cromosoma bacteriano. Ambas son enzimas tetraméricas
constituidas por dos subunidades, GyrA y GyrB en la DNA girasa, y ParC y ParE en la
topoisomerasa IV. La DNA girasa es la responsable de introducir superenrrollamientos
negativos en el DNA y de disminuir el estrés topolégico surgido de la translocacion de los
complejos de transcripcién y elongacion a lo largo de la cadena de DNA. La
topoisomerasa IV esta involucrada principalmente en la decatenacion, la desunion del
cromosoma hijo replicado. Las quinolonas actian uniéndose al complejo DNA-

girasa/topoisomerasa IV e inhibiendo la replicacion del DNA™,

1.5.2. Mecanismos de resistencia a quinolonas

La resistencia a quinolonas se produce principalmente por la alteracion de las
dianas y por la disminucion de la acumulacion intracelular del antibiético debido a la
impermeabilidad de la membrana o a la expulsion activa del antibi6tico. A diferencia de
estos mecanismos que se producen por mutaciones en genes cromosomicos, existen
otros mecanismos transmisibles que incluyen la proteccién de las dianas mediada por las
proteinas Qnr, la inactivacion enzimatica y la expulsion activa, cuyos determinantes
genéticos se encuentran localizados en plasmidos (Figura 19). Las alteraciones
producidas por cada uno de estos mecanismos pueden acumularse dando lugar a

bacterias con alto nivel de resistencia a quinolonas™*”.

1.5.2.1. Resistencia a quinolonas cromosémica
La alteracion de las dianas es el mecanismo de resistencia a quinolonas con mas
importancia clinica y se produce como consecuencia de mutaciones puntuales en los
genes que codifican la DNA girasa y la topoisomerasa IV (Figura 19.1). Estas mutaciones
se localizan en regiones concretas de las subunidades conocidas como QRDR (quinolone
resistance determining region). La especificidad de las diferentes quinolonas para cada
una de las dianas es variable y depende del microorganismo y de la quinolona especifica.

En general, en bacterias gramnegativas la diana primaria es GyrA, mientras que en
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grampositivas es ParC, aunque algunas quinolonas como clinafloxacino y garenoxacino

presentan afinidad similar por ambas enzimas y son referidas como quinolonas duales.

Figura 19. Mecanismos de resistencia a quinolonas. (1) Resistencia por mutaciones en la girasa o en la
topoisomerasa IV debilitan la interaccion enzima-quinolona. (2) Resistencia plasmidica. (2a) Proteinas Qnr
disminuyen la union DNA-topoisomerasa y protegen al complejo DNA-enzima de las quinolonas. (2b)
AAC(6')-1b-cr acetila el nitrégeno libre de ciprofloxacino y norfloxacino, disminuyendo su efectividad. (2c)
Bombas de expulsion de codificacién plasmidica disminuyen la concentracion de quinolonas en la célula. (3)
Resistencia cromosdmica. (3a) Alteracion de porinas disminuye la penetracion del antibidtico. (3b)
Hiperexpresion de bombas de expulsién de codificacion cromosémica disminuye la concentracion del

antibiético en el interior de la célula. Figura extraida de Aldred K. et al**®.

La resistencia a quinolonas se produce de manera escalonada como
consecuencia de la acumulacién de mutaciones sucesivas, de manera que el nivel de
resistencia conferido por una primera mutacién en la diana primaria se incrementa con
mutaciones adicionales en la misma diana o en la diana secundaria. Asi en E. coli, una
primera mutacion en gyrA normalmente confiere resistencia de alto nivel a &cido
nalidixico pero para evidenciar resistencia a fluoroquinolonas se requieren mutaciones

adicionales en gyrA y/o parC (Tabla 5)">**°.
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Tabla 5. Sustituciones aminoacidicas mas frecuentes encontradas en GyrAy ParC de E. coli y
113

Salmonella™.
Cambio aminoacidico
Microorganismo GyrA ParC CMI CIP (mgfl)
Escherichia coli wt Ser-83 Asp-87 Ser-80 Glu-84
Leu 0,25-4
Leu Arg 1-4
Leu 4
Leu Asn/Tyr Lys 8-128
Leu Asn Arg/lle 4-128
Leu Asn/Tyr lle VallLys 64-128
Salmonella spp. wt  Ser-83 Asp-87 Ser-80
Phe 0,2-2
Gly/Tyr 0,12-0,25
Phe lle 4

CMI: concentracion minima inhibitoria; CIP: cirofloxacino.

Las quinolonas penetran al interior de la célula por un sistema de difusion pasiva,
principalmente atravesando la membrana y a través de porinas. La disminucion
intracelular del antibiético puede ser debida a una reduccion de la permeabilidad
relacionada con una disminucién de la expresion de porinas como OmpF y OmpC*’
(Figura 19.3a). Se trata de un mecanismo de resistencia mdultiple que afecta a otros

antibioticos no emparentados como tetraciclinas, cloranfenicol y betalactamicos.

Adicionalmente, el incremento en la expresion de sistemas de expulsion por
induccion, mutaciones en los promotores o alteraciones en sistemas reguladores puede
originar resistencia a quinolonas y a otros antibi6ticos no relacionados estructuralmente.
Asi por ejemplo, la sobreexpresion de AcrAB/TolC juega un papel importante en la

expulsion de las quinolonas™*?.

1.5.2.2. Resistencia a quinolonas mediada por plasmidos
En 1998, se describié el primer mecanismo de resistencia a quinolonas mediado
por plasmidos en K. pneumoniae™®. Se trataba del gen gnrA, el cual codifica una proteina
pentapeptidica. Actualmente, los mecanismos de resistencia a quinolonas mediados por
plasmidos (PMQR, plasmid mediated-quinolone resistance) descritos incluyen los

determinantes Qnr de clase A, S, B, C y D (siendo los de tipo A, B y S los predominantes
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en enterobacterias), la enzima AAC(6")-lb-cr (variante de AAC(6")-lb) y las bombas de

expulsion activa (OgqxAB y QepA)*™.

1.5.2.2.1. Proteccién de la diana de quinolonas

Los determinantes Qnr no producen un cambio en la acumulacién intracelular de
quinolonas ni tampoco causan una inactivacién del antimicrobiano. El efecto de los Qnr
ha sido estudiado mediante ensayos de DNA superentrrollado. Al menos in vitro, los Qnr
protegen la DNA girasa de su inhibicion por ciprofloxacino. Esta proteccion es
dependiente de la concentracion de Qnr e inversamente proporcional a la concentracion
de ciprofloxacino. Ademas, la topoisomerasa IV, también parece estar protegida de las
quinolonas por los Qnr. La expresion de estos determinantes solamente produce un bajo
nivel de resistencia a quinolonas'. A pesar de esto, la presencia conjunta de dos o0 mas
de estos mecanismos en el mismo microorganismo presenta un efecto aditivo, con un
incremento de la concentracién minima inhibitoria*°.

Los determinantes gnr se definen como alelos codificantes de una proteina
formada por pentapéptidos en tandem (Figura 19.2a). Esta confiere sensibilidad reducida
a &cido nalidixico y a fluoroquinolonas'®. Se han establecido al menos cinco familias que

agrupan a unas 100 variantes de proteinas Qnr'®.

1.5.2.2.2. Inactivacion enzimética

La inactivacion enzimatica de quinolonas fue observada en hongos hace varios
afos; en cambio, no se establecié6 como un fendbmeno en bacterias hasta que en 2006 se
describié una variante de la enzima modificadora de aminoglucésidos AAC(6)-lb con dos
mutaciones puntuales, denominada AAC(6’)-lb-cr (Figura 19.2b). Esta enzima acetila el
nitrégeno en posicion C7 del anillo piperacinilico que se encuentra en norfloxacino y
ciprofloxacino, lo que hace disminuir la actividad del antibiético™®. Esta enzima confiere
bajo nivel de resistencia a algunas quinolonas como ciprofloxacino y norfloxacino,

conservando su capacidad para inactivar aminoglucésidos.

1.5.2.2.3. Bombas de expulsion activa codificadas por plasmidos
Las bombas de expulsién activa pueden estar codificadas tanto en el cromosoma
bacteriano como en plasmidos (Figura 19.2c). En bacterias gramnegativas las que

confieren resistencia a quinolonas pertenecen principalmente a la familia RND
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(resistance-nodulation-cell division) y estan codificadas por genes cromosomicos
endogenos. Se han descrito dos bombas transportadoras de quinolonas de codificacion
plasmidica denominadas OqxAB y QepA'*.

La bomba de expulsién activa OqxAB confiere resistencia a quinolonas y otros agentes
como el cloranfenicol**®. Ha sido detectada tanto en microorganismos comensales como

patégenos humanos*?*

La bomba de expulsién activa QepAl ha sido la descrita mas recientemente'??. El gen
gepAl codifica una bomba de expulsion transmembrana protén-dependiente. También se
ha descrito el gen gepA2 cuyo producto difiere en dos de los 511 aminoacidos con
respecto a QepAl, aunque su espectro es similar. Las diferencias principales entre

ambos genes radican en su entorno genético.

QepAl y QepA2 probablemente favorecen el desarrollo de resistencia a ciprofloxacino o

norfloxacino, incrementando la frecuencia de seleccion de mutantes resistentes*?.

56

1



57



58



OBJETIVOS | 2

Los objetivos de esta tesis doctoral fueron:

1. Determinar la prevalencia de aislados de E. coli productores de una
betalactamasa de tipo AmpC, bien por adquisicion (AmpCa) o por hiperproduccion
de su betalactamasa cromosémica (AmpCc).

2. Conocer los enzimas AmpCa mas prevalentes en la poblacion.

3. Determinar los mecanimos implicados en la hiperexpresiéon del gen ampC
cromosOmico, asi como su correlacion con el incremento de su expresion.

4. Determinar el grupo filogenético al que pertenecen cada uno de los aislados de E.
coli productores de AmpC.

5. Conocer la prevalencia de PMQR en aislados de E. coli productores de AmpC.

6. Caracterizar los pladsmidos implicados en la diseminacion de los genes ampC

adquiridos en E. coli y conocer su epidemiologia.
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3.1. CARACTERISTICAS Y AMBITO DEL ESTUDIO

Se llevo a cabo un estudio multicéntrico prospectivo en el cual participaron el
Consorci Sanitari de Terrassa (CST), el Hospital Universitario Mitua de Terrassa (HUMT)
y el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona (HSCiSP), asi como sus centros
primarios, entre los cuales abarcan un area de influencia de mas de 1.300.000
habitantes. En estos centros se procedio a la recogida de cepas de E. coli productoras de
AmpC entre junio de 2010 y noviembre de 2011. Se incluy6é una cepa con significacion

clinica por paciente.

Se consideraron como infecciones nosocomiales las que se producian después de
48h del ingreso y no estaban presentes en el periodo de incubaciéon en el momento del

123 Como infecciones relacionadas con la asistencia sanitaria,

ingreso del paciente
aquellas adquiridas por pacientes no ingresados que presentaban tratamientos
endovenosos en su domicilio, cuidados especializados de heridas, hemodialisis
ambulatoria, hospitalizacion de dos o mas dias en los 90 dias previos y residencia en un
centro geriatrico o de larga estancia*®*. Limitando las infecciones comunitarias a aquellas
gue se producian en pacientes que, estrictamente, no tenian ningun contacto con la

asistencia sanitaria.

Se seleccionaron todos los aislados de E. coli segun los siguientes criterios:

- Resistencia o sensibilidad disminuida segun los criterios del CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) a la asociacion amoxicilina-acido clavulanico (<14
mm; > 8/4 mg/l) y cefotaxima (<23 mm; > 8 mg/l) o ceftazidima (<18 mm; > 4 mg/l)
o0 aztreonam (<21 mm; > 4 mg/l)*®.

- Las cepas con BLEE se descartaron a excepcion de aquellas que eran resistentes

a cefoxitina (<15 mm;>8mg/l) o a la combinacién amoxicilina-acido clavulanico.

3.2. IDENTIFICACION DE AISLADOS CLINICOS DE E. coli

La identificacion bacteriana se realizé mediante pruebas metabdlicas manuales o

automatizadas.

63

3



MATERIAL Y METODOS

Las pruebas manuales incluyeron los siguientes caracteres: fermentacioén de la
glucosa y produccién de gas, fermentacion de la lactosa, produccién de SH,, prueba de
Voges-Proskauer, crecimiento en citrato de Simmons, produccion de ureasa, DNAsa,

decarboxilasas (lisina y ornitina), indol a partir del triptéfano y fenilalanina deaminasa.

Los sistemas comerciales consisten en galerias multipruebas, es decir, celdillas
aisladas con un sustrato liofilizado que se inoculan de forma automatizada y que permiten
realizar simultaneamente entre 10 y 50 pruebas bioquimicas. La lectura se efectia

también de forma automatizada, ya que el software incluye una extensa base de datos.

Los paneles comerciales utilizados fueron el Vitek 2 (bioMérieux-Vitek,
Hazelwood, Montana, EEUU) y el Microscan (Dade Behring MicroScan, West
Sacramento, CA, EEUU).

3.3. ESTUDIOS DE SENSIBILIDAD A ANTIMICROBIANOS

El estudio de sensibilidad se realizé mediante los sistemas automatizados Vitek 2
(bioMérieux-Vitek, Hazelwood, Montana, EEUU) o Microscan (Dade Behring MicroScan,

West Sacramento, CA, EEUU) y mediante la técnica de disco difusion.

3.3.1. Estudio de sensibilidad a antimicrobianos mediante métodos

automatizados

Los sistemas automatizados como el Vitek y el Microscan, ademas de contener
los sustratos de pruebas bioquimicas para la identificacion bacteriana, presentan diversos
antimicrobianos a diferentes concentraciones, con lo que se realiza simultaneamente la

identificacion y el antibiograma del microorganismo sujeto de estudio.
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3.3.2. Estudio de sensibilidad a agentes antimicrobianos mediante la técnica

de disco difusién

La técnica de disco difusion se llevo a cabo en agar Mueller-Hinton (bioMérieux,
Hazelwood, Montana, EEUU) con tabletas de antimicrobianos Neo-Sensitabs (Rosco
Diagnostica S/A, Taastrup, Denmark), siguiendo la normativa del CLSI**. Se utilizaron los
siguientes antimicrobianos: ampicilina (10 ug), piperacilina (100 pg), cefalotina (30 ug),
cefuroxima (30 ug), cefotaxima (30 ug), ceftazidima (30 ug), cefepime (30 ug), aztreonam
(30 pg), imipenem (10 ug), cefoxitina (30 ug), amoxicilina-acido clavulanico (20+10 ug),
piperacilina-tazobactam (100+10 pg), acido nalidixico (30 ug), ciprofloxacino (5 ug),
sulfonamidas (240 ug), trimetoprim (5 ug), trimetoprim-sulfametoxazol (25+23,75 ug),
cloranfenicol (30 pg), tetraciclina (30 ug), gentamicina (10 ug), kanamicina (30 ug),
tobramicina (10 ug), amikacina (30 pg) y estreptomicina (10 pg). Tras 18-24 horas de
incubacion a 37°C se leyeron e interpretaron los halos de inhibiciéon segun los criterios

establecidos por el CLSI*®,

Se compararon los resultados obtenidos entre diferentes aislados y con estudios
previos mediante andlisis estadistico. Se utiliz6 el test chi cuadrado para comparar
variables categoricas y el test t de Student o de Mann-Whitney para comparar variables
continuas. Todos los valores de p<0,05 se consideraron estadisticamente significativos.
El software IBM-SPSS (V21) se utilizé para el analisis.

3.4. DETECCION FENOTIPICA DE LAS BETALACTAMASAS DE
TIPO AmpC

Para la deteccion fenotipica de betalactamasas de tipo AmpC en E. coli se
utilizaron pruebas basadas en la técnica de disco difusiébn que incluyen la técnica de
aproximacion de discos para detectar el caracter inducible de la betalactamasa y la

observacion de colonias dentro de los halos de inhibicion*?®*?7,
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3.4.1. Técnica de aproximacioén de discos

Consiste en situar un disco con un betalactamico inductor débil (cefotaxima,
ceftazidima, aztreonam) cercano a otro con un betalactamico inductor fuerte
(imipenem, cefoxitina). El achatamiento del halo del betalactamico inductor débil en la
zona adyacente al del inductor fuerte demuestra la expresion inducible de la
betalactamasa (Figura 22).

3.4.2. Presencia de colonias en los halos de inhibicién

La presencia de colonias dispersas en el borde de los halos de inhibicion de
cefotaxima, ceftazidima y aztreonam se ha descrito como caracteristica altamente
sugestiva de la presencia de betalactamasas AmpCa'*® (Figura 20).

T e ey i o ]

o @

Figura 20. Antibiograma de un aislado de E. coli portador de una betalactamasa inducible DHA-1, en el cual se
puede observar un halo de inhibicién cortante en el aztreonam (sefialado con un circulo rojo) y colonias dispersas
en el borde de los halos de inhibicién de ceftazidima, cefotaxima y aztreonam (sefialados en azul).

3.5. CARACTERIZACION GENOTIPICA DE GENES DE
RESISTENCIA

Se llevd a cabo la deteccion de los genes de resistencia que codifican las
betalactamasas de amplio espectro y de espectro ampliado blarem:, blasqv, blacrxwor Y
blactx-mi, 1as betalactamasas de tipo AmpC blaacct, blarox:, blaphat blavox:, blacir, blacmy-2t
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y blapua, €l gen ampC de E. coli y los determinantes plasmidicos de resistencia a

quinolonas (PMQR) gnrA, gnrB, gnrS, aac-6'-Ib-cr y gepA.

El procedimiento a seguir para la caracterizacion genotipica de los genes de

resistencia se divide en diferentes fases:

Extraccion del DNA bacteriano

Reaccion de amplificacién (PCR)

Separacion de los fragmentos de DNA amplificados mediante electroforesis en gel

de agarosa

Purificacién del DNA amplificado y secuenciacion

Andlisis de los resultados

3.5.1. Extraccion del DNA

ebullicibn o mediante kits comerciales. En este caso, se utiliz6 la extraccion por ebullicién.

La extraccion del DNA se puede realizar por métodos convencionales como la

Procedimiento

1. Resuspender una porcion de una o dos colonias crecidas en una placa de agar sangre en

100 pl de agua bidestilada estéril.

2. Utilizar el siguiente programa de ebullicion:

Ebullicién
Ciclos | Temperatura (°C) | Tiempo
1 95 20’
1 4 o0

3.5.2. Reaccion de amplificacién (PCR)

de DNA y se divide en tres etapas que se repiten un numero x de veces. La primera
etapa o iniciacion comprende una desnaturalizacion térmica del DNA bicatenario para
obtener cadenas monocatenarias, las cuales puedan emparejarse con los iniciadores
(cadenas sintéticas de DNA, complementarias a los extremos 5’ 0 3' de cada cadena

monocatenaria del fragmento a amplificar). La segunda etapa consiste en la hibridacién

La PCR permite la amplificacion in vitro de grandes cantidades de un fragmento

MATERIAL Y METODOS
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entre los iniciadores y el DNA monocatenario diana. Esta hibridacion es necesaria ya que
la polimerasa requiere una region de DNA de doble cadena para la iniciacién de la
sintesis de la cadena complementaria a partir de una Unica cadena. La tercera y ultima
etapa o extension consiste en la sintesis de las dos cadenas monocatenarias por parte de

la Taq polimerasa.

Procedimiento

1. Descongelar el tampén de reaccién y la solucién de MgCl, (incluidos en el kit Expand™
High Fidelity PCR system, Roche).

2. Se preparan los dNTPs mezclando 20 pl de la solucién madre de cada oligonucle6tido
(ATP, CTP, GTP y TTP) a 100 mM en 920 ul de agua bidestilada estéril, quedando una
concentracion final de 2 mM.

3. Se preparan los iniciadores (Tabla 6) a una concentracion de 10 mM a partir de una
solucién madre de 100 mM.

4. Preparar la master mix siguiendo las proporciones indicadas en las tablas 6 y 7 y alicuotar
la cantidad correspondiente de DNA hasta el volumen final de la reaccion de PCR, que
sera de 50 pl.

5. Colocar los tubos en el termociclador, con el programa de amplificacién correspondiente

(en la tabla 8 de iniciadores se exponen las condiciones).

Tabla 6. PCR de betalactamasas de amplio espectro, BLEE y PMQR.

Reactivo Volumen por muestra
Agua 30,5 ul
Tampon (10X) 5ul
dNTP (2 mM) 5 ul
Iniciador 1 (10 pM) 2ul
Iniciador 2 (10 pM) 2ul
Taq pol (5 U/pl) 0,5l

68

3



MATERIAL Y METODOS | 3

Tabla 7. PCR de betalactamasas de tipo AmpC.

Reactivo Volumen por muestra

Agua 30,5 ul
Tampon (10X) 5ul
dNTP (2mM) 5l
Iniciadores A 3l
Iniciadores B 2,5u
Iniciadores C 2
Taq pol (5U/ul) 0,5l

Iniciadores A consta de los iniciadores: MOXMR, MOXMF, CITMR, CITMF, DHAMR, DHAMF.

Iniciadores B consta de los iniciadores: ACCMR, ACCMF, EBCMR, EBCMF.

Iniciadores C consta de los iniciadores: FOXMR, FOXMF.

La solucién madre es de 100 pM. Por tanto, para la PCR hay que hacer una dilucién 1/10. Es decir, para cada

mezcla de iniciadores se ponen 10 pl de cada iniciador y se completa hasta 100 pl con agua destilada estéril.

3.5.3. Visualizacién de los fragmentos amplificados mediante electroforesis

en gel de agarosa

La separacion de los amplificados obtenidos por PCR se realiz6 mediante
electroforesis de corriente continua o convencional con geles de agarosa, tefiidos con
bromuro de etidio y visualizados con luz ultravioleta.

Esta técnica se basa en la migracion del DNA cargado negativamente hacia un
polo positivo dentro de un campo eléctrico uniforme y constante. Permite separar
fragmentos de DNA con una medida de entre 10 pb y 50 kb, que migran en el gel en
funcion de su peso molecular. EI bromuro de etidio se intercala entre los fragmentos de
DNA permitiendo la visualizacion de los mismos cuando se irradia con una fuente de luz
ultravioleta.

Procedimiento
1. Preparar la solucion de agarosa al 2% en tampon TBE 0,5X (50mM Tris, 50 mM &cido
borénico y 0,2 mM EDTA). Disolver en el microondas y una vez que se ha atemperado, se
afiade el bromuro de etidio (0,5 pg/ml) y se vierte la mezcla en un molde con los peines.
2. Se retiran los peines y las cintas con las que se ha sellado el molde, y se coloca el gel con
el molde en la cubeta de electroforesis.

Mezclar 10 pl de amplificado con 2 pl de tampén de carga.

Se cargan las muestras y el marcador de peso molecular.

Correr el gel en tampéon TBE 0,5X a 90V (30mA aprox) hasta que las bandas del peso

molecular queden bien separadas.

6. Visualizar el gel situandolo en el transiluminador de luz ultravioleta.

69



MATERIAL Y METODOS

Tabla 8: Iniciadores utilizados para la caracterizacion de betalactamasas de amplio espectro, BLEE, AmpCay

PMQR, con su temperatura de hibridacién.

Gen Iniciadores Secuencia (5'-3") T2 (°C) Ta(rgs; ° Ref.
P4 AAAGAATTCTAAATACATTCAAATATG 128
blaremt P3 AGTGTCGACTTACCAATGCTTAATCAGT 55 874
SHVA CGCCGGGTTATTCTTATTTGTCGC 129
blaskve SHVB TCTTTCCGATGCCGCCGCCAGTCA 55 1016
IATG GTGACAAAGAGAGTGCAACGG 130
blacrmor | ISTOP ATGATTCTCGCCGCTGAAGCC 55 359
CTX-A CTTTACCCAGCGTCAGA 131
blacrmas | CTX-B GCGATGTGCAGTACCAGTAA 55 857
ACCMF AACAGCCTCAGCAGCCGGTTA 89
blaacct ACCMR TTCGCCGCAATCATCCCTAGC 60 346
FOXMF AACATGGGGTATCAGGGAGATG 89
blarox: FOXMR CAAAGCGCGTAACCGGATTGG 60 190
DHAMF AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT 89
blappat DHAMR CCGTACGCATACTGGCTTTGC 60 405
MOXMF GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT 89
blapox: MOXMR CACATTGACATAGGTGTGGGTGC 60 520
CITMF TGGCCAGAACTGACAGGCAAA 89
blacire CITMR TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC 60 462
CMY-2 ATG | ATGATGAAAAAATCGTTATGC 132
blacmy2 | CMY-2 STOP | TTGCACTTTTCAAGAATGCGC 55 1143
DHA-1A CTGATGAAAAAATCGTTATC 133
blappa1e | DHA-1B ATTCCAGTGCACTCCAAAATA 55 1141
AMPC-F GATCGTTCTGCCGCTGTG 134
blaampc AMPC-R GGGCAGCAAATGTGGAGCAA 55 271
QnrA Up ATTTCTCACGCCAGGATTTG 135
gnrA QnrA Dn GATCGGCAAAGGTTAGGTCA 53 516
QnrB Up GATCGTGAAAGCCAGAAAGG 135
gnrB QnrB Dn ACGATGCCTGGTAGTTGTCC 53 469
QnrS Up ACGACATTCGTCAACTGCAA 135
gnrS QnrSDn TAAATTGGCACCCTGTAGGC 53 417
AAC-6'-Ib-FW | CGCGCGGATCCAAAGTTAGGCATCACA 135
aac-6"-Ib-cr | AAC-6"-Ib-RV | ACCTGTACAGGATGGAC 55 540
QepA-F AACTGCTTGAGCCCGTAGAT 136
gepA QepA-R GTCTACGCCATGGACCTCAC 58 596
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3.5.4. Purificacién del DNA amplificado y secuenciacién

La purificacion de los fragmentos de DNA obtenidos por PCR se realiz6 mediante
el kit comercial Wizard® SV Gel and PCR clean-up System (Promega). Este sistema se
basa en la habilidad del DNA de unirse a membranas de silice en presencia de altas
concentraciones de sales, permitiendo la eliminacion de restos de iniciadores y
nucledtidos presentes en el amplificado de DNA. Los purificados fueron secuenciados por

la empresa Macrogen Europe (Amsterdam, Holanda).

3.5.5. Analisis de los resultados

Las secuencias obtenidas fueron analizadas y editadas mediante el software
Vector NTI Advance (version 9.0) de Invitrogen y posteriormente, comparadas con las
secuencias disponibles en la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology
Information) utilizando la herramienta BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast//).

3.6. ESTUDIO DE LA EXPRESION DEL GEN ampC DE E. coli

El estudio de la expresion del gen ampC se realiza para conocer si éste se encuentra
hiperexpresado en una cepa concreta de E. coli.

La cuantificacion relativa de la expresién de un gen es el método mas ampliamente
usado. Se basa en la comparacion de la expresion del gen ampC de la cepa problema
con el de una cepa control y con un gen de referencia que en nuestro caso fue el gen gap
(que codifica la enzima gliceraldehido-3-fosfato). Como cepa control se utilizd E. coli
ATCC 25922.

3.6.1. Ambiente libre de ribonucleasas

Se debe tener un especial cuidado para evitar la introduccién de RNAsas en la
preparacion de RNA, tanto durante como después de su extraccion por lo que se tendran

en cuenta las siguientes precauciones:
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Descontaminar toda la zona de trabajo, asi como gradillas, pipetas, centrifuga y
agitador con RNaseZap RNase Decontamination Solution (Appplied Biosystems).
Utilizar siempre guantes, los cuales se rociaran con la solucion anterior y se
cambiaran a menudo.

Utilizar material desechable RNAsa-free (tubos y puntas de pipetas).

Si se requiere material de cristal se debe mantener a 200°C overnight y para
material de plastico se debe limpiar primero con 0,1 N NaOH que contenga 1 mM
de EDTA y después con agua tratada con dietil pirocarbonato (DEPC).

Como el método de autoclavar no es suficiente para inactivar las RNAasas, todas
las soluciones deben ser tratadas con 0,1% de DEPC. Afadir 0,1 ml de DEPC a
100 ml de la solucioén a tratar, agitar vigorosamente e incubarla durante 12 horas a
37°C. A continuaciéon se debe autoclavar o hervir a 100°C durante 15’ para
eliminar cualquier traza de DEPC.

Se debe trabajar siempre en hielo para evitar la degradacion del RNA.

Extraccion del RNAmM total bacteriano

La extraccion de RNA mensajero bacteriano se lleva a cabo con el kit RNeasy

Mini Kit (Qiagen). El procedimiento es el siguiente, utilizando tres réplicas por muestra.

Procedimiento

Pasos previos a la extraccion:

Cultivar una colonia de la cepa de estudio en 5 ml de medio Luria-Bertani (LB) overnight a
37°C con agitacion suave.

Afiadir 50 pl de dicho cultivo a 5 ml de medio LB nuevo e incubar durante 2 o 3 horas a
37°C con agitacion suave hasta obtener una O.Dgyonm (densidad Optica a A=600 nm) de
aproximadamente 0,5 (ajustar 1 ml con LB).

Tampén TE (10 mM Tris-Cl, ImM EDTA, pH 8) conteniendo 1 mg/ml de lisozima.

Tampon de lisis (RLT) + B-mercaptoetanol: Afiadir 10 pl de B-mercaptoetanol por 1 ml de

tampon RLT (esta solucion es estable durante 1 mes).

Afadir 500 ul de cultivo a un tubo con 1 ml de RNAprotect Bacteria Reagent. Agitar 5” e incubar

5’ a temperatura ambiente.

Centrifugar durante 10’ a 5.000 g.

Decantar el sobrenadante y eliminar el sobrenadante residual dejando el tubo invertido sobre

papel (no eliminar con pipeta).
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Afiadir 100 pl de tampén TE.
Agitar 10" e incubar a temperatura ambiente 5’ (incubar con agitacion o agitar 10” al menos
cada 2’).

6. Anadir 350 pl de tampon de lisis RLT + B-mercaptoetanol (1/100) y agitar vigorosamente. Si
existe material particulado visible, centrifugar y utilizar el sobrenadante.
Anadir 250 pl de etanol (96-100%) y mezclar con pipeta.

8. Transferir 700 ul del lisado (sin incluir el precipitado que se pueda haber formado) a una
columna de RNeasy Mini con su tubo colector de 2 ml. Cerrar la tapa y centrifugar 15” al menos
a 8.000 g (10.000 rpm). Desechar el liquido y reutilizar el tubo para el siquiente paso.

9. Anadir 350 pl del tampon de lavado RW1 a la columna y centrifugar 15" a = 8.000 g. Descartar
el liquido.

10. Afiadir 10 pl de DNAsa a 70 ul de tampén RDD. Mezclar invirtiendo el tubo (no agitador) y
hacer un pulso de centrifuga para bajar el liquido residual de las paredes del tubo.

11. Afiadir la mix de DNAsa | (80 pl) directamente en la membrana de la columna e incubar a
temperatura ambiente 15'.

12. Afiadir 350 pl del tampon de lavado RW1 a la columna, esperar 5’ y, centrifugar 15" a = 8.000
g. Descartar el liquido y el tubo colector.

13. Colocar la columna en un nuevo tubo colector de 2 ml. Afiadir 500 pl de tampén de lavado RPE
y centrifugar 15" a = 8.000 g. Descartar el liquido.

14. Afiadir 500 pl de tampén de lavado RPE y centrifugar 2’ a = 8.000 g. Desechar el liquido y el
tubo.

15. Colocar la columna en un nuevo tubo de 1,5 ml. Afadir 30-50 pl de agua RNase-free vy
centrifugar 1’ a = 8.000 g.

16. Ajustar la concentracion de RNA a 50 ng/ul y almacenar a -80°C.

3.6.3. Sintesis de DNAc y qRT-PCR

La PCR en tiempo real es un método basado en la deteccién de fluorescencia de
los amplicones de DNA obtenidos en cada ciclo durante la PCR. Se usa el termociclador
Rotor-Gene 3000 (Corbett Research) y los kits High-capacity cDNA Reverse Transcription
kit (Applied Biosystems) para la sintesis de DNAc y gPCR Mastermix Plus (Eurogentec)
para la PCR en tiempo real.

A través de esta técnica, se puede determinar la expresién de un gen en diferentes
cepas, comparando los resultados obtenidos con uno basal. En resumen, en el total de
RNA obtenido (después de haberlo ajustado a 50 ng/ul), habra una cantidad de RNAm
del gen dado que sera el responsable de su expresion. Por medio de la reaccién de la

reverso-transcripcion, este RNAm da lugar a DNAc, que sera el molde para la reaccion de
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la PCR en tiempo real. Cuanto mas expresado esté el gen, la sefal de fluorescencia de la
amplificacién por PCR pasaréa antes el umbral (threshold) y sera detectado por el aparato.
El valor del CT (cycle threshold ) obtenido por el Rotor-Gene sera proporcional a la

cantidad de RNAm del gen.

Una vez el RNA purificado y ajustado a 50 ng/pl, se realiza la reaccion de sintesis
de DNAc.

Procedimiento
1. Preparar la mezcla para un volumen final de 20ul.

Reactivo Volumen por muestra
Agua libre de nucleasas 4,2 ul
Tampon RT (10X) 2ul
25X dNTP Mix 0,8 ul
10X Random primers 2l
Transcriptasa reversa 1l
RNA 10 pl

2. Con el siguiente programa de termociclador:

Tiempo
Numero de ciclos Temperatura (°C) (minutos)
1 25 10
1 37 120
1 85 5
1 4 oo

Ajustar la concentracién que se obtiene de DNAc a 200 ng/pl.

gRT-PCR
Procedimiento

1. Preparar una mezcla de los reactivos para cada gen a analizar .

Reactivo Volumen por muestra
Agua libre de nucleasas 5 pl
Tampén (2X) 25 ul
Sondas 5ul
Iniciadores (2X) 5 pl
cDNA 5ul
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2. Utilizar el siguiente programa de termociclador:

Tiempo
Numero de ciclos | Temperatura (°C) (minutos)
1 50 2
1 95 10
40 95 5
60 1
1 50 ©

3.6.4. Calculo e interpretacion de resultados

Los resultados se calcularon mediante el método Delta Delta Ct (AACt)'*’. Se trata
de un método simple basado en la comparacion directa de los valores de Ct del gen
problema (ampC) y del gen de referencia (gap). En primer lugar se calcula la variacion de
Ct (ACt) del gen problema y del gen de referencia entre la cepa control (E. coli ATCC
25922) y la cepa problema. Después, se calcula el valor de la diferencia entre las
variaciones de Ct (AACt):

AACt= [(Ctampc - Ctgap)Ach - (Ctampc - Ctgap)PROBLEMA]

La expresion relativa normalizada de la muestra es igual a 2**“' y este valor puede ser
usado para comparar los niveles de expresion de las muestras. Al analizar cada muestra
por triplicado, se calculé la media aritmética de los tres valores. Agrupadas las muestras
en funcion a su perfil de mutaciones se calcul6 la mediana de los valores de cada

muestra como el incremento representativo de cada grupo.
El test estadistico de Mann-Whitney y su extension, el test de Kruskal-Wallis, se utilizaron

para comparar los resultados obtenidos mediante el software IBM-SPSS (V21). Todos los

valores de p<0,05 se consideraron estadisticamente significativos.
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3.7. RELACION EPIDEMIOLOGICA DE LAS CEPAS

La técnica utilizada para estudiar la relacién epidemioldgica entre las cepas fue la
electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE). Esta técnica permite establecer la
relacion epidemiolégica entre aislados y, por tanto, determinar si son derivados recientes
de un ancestro comun. Permite, asi mismo, diferenciar aislados no relacionados dentro

de una misma especie o taxon.

3.7.1. Electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE)

La técnica de PFGE esta basada en la digestion del DNA cromosoémico en
fragmentos de gran tamafio con enzimas de restriccion y la separacion mediante una
técnica especial de electroforesis en la que se aplican campos eléctricos que
regularmente cambian de direccion. Esta alternancia de campos eléctricos provoca que
las moléculas de DNA cambien de conformacién y se orienten en funcion del campo
eléctrico, permitiendo de esta manera su migracion en una trayectoria de zig-zag a lo
largo del gel. Estos fragmentos no pueden ser separados mediante electroforesis
convencional, la cual presenta un campo eléctrico uniforme y constante y con un limite de

resoluciéon méaxima de 50 Kb.

El procedimiento utilizado viene definido por la metodologia para el sistema de
PFGE CHEF-DRII (o DRIII) de BioRad.

Para este tipo de andlisis electroforético se necesita obtener el DNA lo mas intacto
posible, evitando al maximo las rupturas mecanicas. Por eso, se han desarrollado
métodos de extraccion de DNA en los cuales el proceso de lisis celular se realiza en
blogues de agarosa (insertos). La matriz de estos bloques protege las moléculas de alto
peso molecular y al mismo tiempo permite la difusion de detergente y proteasas. El DNA
se digiere con enzimas de restriccion de baja frecuencia de corte que dan lugar a un
namero relativamente pequefio de fragmentos de restriccién de alto peso molecular (no

inferior a 10).

Mediante este procedimiento se consigue dividir el cromosoma bacteriano en
patrones sencillos (de 10 a 20 bandas), lo cual facilita la comparaciéon de unos aislados
con otros, permitiendo establecer grados de similitud genética entre las bacterias

estudiadas.
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El procedimiento consta de las siguientes fases: 1) preparacion de los insertos y

lisis celular, 2) lavado de los insertos, 3) digestion enzimatica del DNA cromosomico, 4)

electroforesis de los fragmentos de restriccion y 5) tincion y visualizacion del DNA.

Procedimiento

1. Preparacion de los insertos y lisis celular

1.
2.

Sembrar las cepas en placas de agar sangre, incubar a 37°C 24 horas.

Preparar agarosa al 1% en TE (Tris 10 mM; EDTA 1 mM; pH 8). Emplear 100 pl por inserto
(hacer entre 3 y 5 insertos por cepa). Disolver la agarosa en TE. Una vez disuelta,
mantener la agarosa en el heatblocker a unos 52-55°C para evitar que se solidifique.
Resuspender diversas colonias de la cepa en 1 ml de tamp6n CSB (Tris100 mM-EDTA 100
mM; pH 7,5).

Dispensar 250 pl de la suspension bacteriana en un eppendorf de 1,5 ml, afadir 1,5 pl de
proteinasa K (50 mg/ml).

Mezclar suavemente 250 ul de la suspension bacteriana con 250 pl de agarosa.

Limpiar los moldes para la formacion de los insertos con agua destilada y etanol al 96%.
Dejar secar y sellar la parte inferior con cinta adhesiva transparente.

Dispensar 100 ul en cada bloque del molde, con cuidado de no hacer burbujas.

Dejar solidificar los insertos en la nevera como minimo 15'.

Dispensar para cada muestra 2 ml de solucion de lisis Clysis B (Tris 50 mM, EDTA 50 mM
y Sarkosyl 1%; pH 7,5) en un tubo de vidrio estéril de 5 ml o similar. Afiadir 12 pl de
proteinasa K (50 mg/ml). Poner los insertos solidificados en la solucién de lisis e incubar en

un bafo a 55°C con agitacion durante dos horas.

2. Lavado de los insertos

Atemperar a 37°C una botella de agua destilada estéril y una con tampén TE.

Para cada cepa estudiada preparar un tubo de vidrio con 2 ml de agua destilada estéril
temperada, afiadir un inserto y ponerlo al bafio a 55°C en agitacion durante unos 10'.
Cambiar el agua destilada estéril y repetir el lavado.

Cambiar el agua destilada estéril por 2 ml de TE y dejarlo en el bafio en agitacién a 55°C
unos 10’. Repetir el lavado dos veces mas cambiando el TE.

Conservar los insertos en un eppendorf con 1ml de TE en la nevera, si no se va a seguir

con la digestion a continuacion.

3. Digestién enzimética del DNA cromosémico

La digestion enzimatica del DNA, igual que la lisis celular, tiene lugar en el mismo inserto

gracias a la difusion de la enzima a través de la matriz de agarosa. Las enzimas que se utilizan

para el analisis de restriccion del DNA cromosdmico en PFGE son endonucleasas de baja

frecuencia de corte, obteniendo de esta forma un ndmero limitado de fragmentos de alto peso

molecular. La eleccion de la enzima dependera del contenido en G+C del genoma de la especie
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bacteriana a estudiar, de la secuencia diana de restriccion, y de la medida y numero de

fragmentos obtenidos.

Para la digestion de un fragmento del inserto de aproximadamente 1mm de grosor, se

utilizan 30 unidades de enzima en un volumen total de 200 pl, siguiendo las indicaciones de la

casa comercial.

1.

2.

Preparar la siguiente mezcla de lisis:
144 pl de agua destilada estéril
20 pl de tampén de restriccién 10X
2 pl de albdmina sérica bovina
1/3 parte del inserto (cortado de forma longitudinal)
30 U de la enzima de restriccion, en el caso de E. coli se utilizara Xbal

Incubar en un bafio a 37°C sin agitacion unas 18 horas.

3. Guardar en la nevera 30" antes de proceder con la electroforesis.

4. Electroforesis de los fragmentos de restriccién

1.
2.

10.

Preparar un gel de agarosa (Seakem® - Inderlab) al 1% en 200 ml de TBE 0,5X.
Montar la base para hacer el gel, colocar el peine y afiadir la agarosa especial reservando
un poco para poder sellar después los pocillos.
Dejar enfriar el gel unos 30’ hasta que se solidifique bien.
Colocar en cada pocillo cada uno de los insertos dejando un pocillo en cada extremo del
gel para colocar los marcadores de peso molecular (Lambda ladder PFGE marker-
Roche).
Sellar los pocillos con la agarosa sobrante usada para hacer el gel.
Afiadir a la cubeta de electroforesis del CHEF, entre 2,3 y 2,5 litros de TBE 0,5X, y
encender la bomba del CHEF, dejandolo en posicién 80-90.
Encender la unidad de refrigeracion del CHEF (cooling module), pulsar SET y programar
la temperatura a 14°C.
Desmontar la base y dejar el gel solamente con la base negra, y con un papel limpiar esta
base por debajo para eliminar la agarosa que haya quedado.
Cuando la temperatura de la cubeta llegue a 14°C colocar el gel.
Programar las condiciones de electroforesis y parametros del CHEF DRIII Power Module.
El angulo de electroforesis sera de 120° y el voltaje de 6 vols/cm.
Las condiciones de electroforesis varian segln la especie a estudiar y la enzima utilizada.
Para E. coli, las condiciones fueron las siguientes:

Bloque 1: 5-25” (6 horas) Bloque 2: 30-45" (18 horas)

Modificacién de la electroforesis: Si se sospecha que se puede lisar el DNA bacteriano

afadiremos tiourea 75 uM al tampén TBE 0,5X en el punto 6.

5. Tincién y visualizacién del DNA

Una vez finalizada |la electroforesis:

1.

Colocar el gel en una cubeta de plastico con unos 500 ml del tampdn que hemos quitado
del CHEF.
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2. Agitar suavemente y afiadir 40 yl bromuro de etidio (0,4 pg/ml), repartir homogéneamente.

3. Revelar el gel y fotografiar.

3.7.2. Calculo e interpretacion de los resultados

La lectura e interpretacion de los resultados se hace sobre la foto del gel. En general,
para establecer la relacién genética de un grupo de aislados en los que se ha establecido
una posible vinculacion epidemioldgica se siguen los criterios definidos por Tenover et al.
en 1995%%:

si las cepas tienen patrones idénticos pertenecen al brote

- si las diferencias son de hasta tres bandas los aislados forman probablemente
parte de un brote
- si hay entre cuatro y seis bandas de diferencia posiblemente forman parte del
brote
- a partir de siete bandas de diferencia se consideran aislados diferentes.
Cuando se trata de un nimero elevado de cepas, la comparacion de los patrones se
realiza mediante el software de analisis de imagenes Bioinformatics (BioRad). En este
caso, los geles se normalizan con el marcador de peso molecular antes mencionado. Los
niveles de homologia entre los patrones se calculan mediante el coeficiente de similitud
Dice (Sp) y el analisis de homologia de las matrices se calcula utilizando el método
UPGMA.
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3.8. DETERMINACION DE GRUPOS FILOGENETICOS

3.8.1. Determinacion de grupos filogenéticos mediante el método Clermont

En el afio 2000, Clermont et al** describieron un método rapido y sencillo para
determinar los grupos filogenéticos en E. coli. Esta técnica se basa en una PCR triple en
la cual se amplifican los genes chuA, (requerido para el transporte del grupo hemo en E.
coli O157:H7), yjaA (identificado en E. coli K-12) y el fragmento de DNA TSPE4.C2. La
determinacion del grupo filogenético se realiza siguiendo un arbol dicotdmico en funciéon

de los fragmentos amplificados (Figura 21).
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Figura 21. Arbol dicotémico descrito por Clermont et al para la interpretacion de la PCR triple.

Procedimiento.

1. Realizar una mezcla de los iniciadores (Tabla 9) para la amplificacion de los tres genes

marcadores.

Tabla 9. Iniciadores utilizados para la determinacion de los grupos filogenéticos segiin Clermont et al™*® y su

temperatura de hibridacion para la PCR.

Gen Secuencia iniciador (5' - 3') Tamafio amplificado (pb) | T (°C)
GACGAACCAACGGTCAGGAT
chuA TGCCGCCAGTACCAAAGACA 279 >
_ TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 211 55
yjaA ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC
GAGTAATGTCGGGGCATTCA 152 55
TSPE4.C2 CGCGCCAACAAAGTATTACG
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2. Preparar la mezcla de amplificacién para un volumen de 50 pl.

Reactivo Volumen por muestra
Agua 32 ul
Tampén (10X) 5 pl
dNTP (2 mM) 5 ul
Mezcla de
iniciadores (10 uM) 2o
Taq pol (5 U/ul) 0,5l
DNA 5 ul

3. El programa de PCR se realiza en base a las condiciones descritas en la tabla 9.
4. Cargar los amplificados en un gel de electroforesis al 2%.

5. Interpretar los resultados segun el patrén de bandas obtenido para cada muestra (Figura 22).

ey

Figura 22. Patrones de bandas obtenidos por la PCR triple de Clermont et al**. Lineas 1y 2, grupo A, linea

3, grupo B1; lineas 4 y 5, grupo D; lineas 6 y 7, grupo B2; linea M, marcador de peso molecular. Figura

extraida de Clermont et al**.

3.8.2. Modificaciéon de la técnica de Clermont

En el afio 2012, Doumith et al **° encontraron incongruencias en los resultados al
utilizar el método de Clermont al compararlos con resultados obtenidos por MLST
(multilocus sequence typing). Observaron una baja eficiencia de amplificacion que
provocaba asignar aislados en filogrupos andémalos. Tras analizar un numero de
secuencias de cada uno de los tres marcadores asignados, observaron la existencia de
polimorfismos en las regiones amplificadas.

Disefiaron nuevos iniciadores para amplificar regiones conservadas de los tres

marcadores, ademas de afadir un cuarto par de iniciadores especificos para el gen
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glutamato decarboxilasa-alfa (gadA) de E. coli, como control interno de amplificaciéon. En
la técnica original no se incluia un control interno, pero decidieron incluirlo para permitir
una mayor confianza al asignar aislados al filogrupo A basado en la ausencia de los tres
marcadores.

Al igual que con la técnica de Clermont, el procedimiento se basa en la realizacion

de una PCR utilizando los iniciadores mostrados en la tabla 10.

Tabla 10. Iniciadores utilizados para la determinacion de los grupos filogenéticos segin Doumith et al** y

temperaturas de hibridacion para la PCR.

Gen Secuencia iniciador (5' - 3") Tamarfio amplificado (pb) | Tm (°C)
FW: GATGAAATGGCGTTGGCGCAAG 65
gadA RV: GGCGGAAGTCCCAGACGATATCC 373
FW: ATGATCATCGCGGCGTGCTG 65
chuA RV: AAACGCGCTCGCGCCTAAT 281
FW: TGTTCGCGATCTTGAAAGCAAACGT 65
yjaA RV: ACCTGTGACAAACCGCCCTCA 216
FW: GCGGGTGAGACAGAAACGCG 65
TSPE4.C2 |RV: TTGTCGTGAGTTGCGAACCCG 152

Procedimiento
1. Preparar una mezcla de amplificacion para un volumen de 22,5 pl.

Reactivo Volumen por muestra
Agua 12 pl
Tampén (10X) 25u
dNTP (200 uM) 2,5l

Mezcla de iniciadores
2,5ul
(10 pmol)

Taq pol (5U/ul) 0,5l
DNA 2,54l

2. El programa de PCR se realiza en base a las condiciones descritas en la tabla 10.

3. Cargar en un gel de electroforesis al 2%.

4. Interpretar los resultados de la misma forma que describieron Clermont et al®.

3.8.3. Técnica de Clermont actualizada

En 2013, Clermont et al introdujeron modificaciones en su método del afio 2000

que mejoraban la especificidad y permitian la deteccién de nuevos filogrupos®®. Gordon et
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al realiz6 una comparacion de los resultados obtenidos con la técnica de Clermont del
afio 2000 y con MLST*!. Se observé que entre un 80 y un 85% de los filogrupos
asignados eran correctos y que una fraccion significativa de cepas asignadas a los
filogrupos A y D eran incorrectamente asignados.

Ademas, fueron descubiertos nuevos filogrupos: el filogrupo E, que esta formado por un
pequefio grupo de cepas entre las cuales se encuentra E. coli enterohemorragico
0157:H7; el grupo filogenético F, que consiste en un grupo hermano al grupo B2; y el
grupo C, propuesto como un grupo relacionado pero diferente del grupo B1*,

Con estos factores presentes, desarrollaron el nuevo método Clermont que
mantenia los mismos genes diana (chuA, yjaA y TSPE4.C2) y fragmentos de tamafio
similar pero evitando los posibles polimorfismos. Ademas, fue afiadido arpA como nuevo
gen diana, convirtiendo el nuevo método en una PCR cuadruple. La adicién de arpA se
realiz6 con el fin de actuar como un control interno y para incluir dentro del grupo F a
cepas erroneamente categorizadas dentro del grupo D, ya que arpA esta presente en
todos los E. coli excepto en las cepas pertenecientes a los grupos filogenéticos B2 y F.
Para identificar cepas pertenecientes a los grupos filogenéticos C y E se utilizan dos
pares de iniciadores adicionales especificos para estos alelos como PCR simple ademas
de amplificar como control interno el gen trpA.

Del mismo modo que en los dos casos anteriores, se realiza una PCR cuadruple con los

iniciadores mostrados en la tabla 11.

Tabla 11. Iniciadores utilizados para la determinacion de los grupos filogenéticos segun Clermont et al™ y
temperaturas de hibridacion para la PCR.

3

Tamafo | Ty, (°C)
Reaccion de PCR Iniciador | Diana Secuencia iniciador (5' - 3) (pb)
chuA. 1b ATGGTACCGGACGAACCAAC 59
chuA.2 chuA | TGCCGCCAGTACCAAAGACA 288
yjaA.1b CAAACGTGAAGTGTCAGGAG 59
Cusdruple yja.2b yjaA | AATGCGTTCCTCAACCTGTG 211
TspE4C2.1b CACTATTCGTAAGGTCATCC 59
TSpE4C2.2b | TspE4.C2 | AGTTTATCGCTGCGGGTCGC 152
Acek.f AACGCTATTCGCCAGCTTGC 59
ArpAl.r arpA | TCTCCCCATACCGTACGCTA 400
ArpAgpE.f GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC -
Grupo E ArpAgpE.r arpA | GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG 301
trpAgpC.1 AGTTTTATGCCCAGTGCGAG 59
Grupo C trpAgpC.2 trpA | TCTGCGCCGGTCACGCCC 219
trpBA.f CGGCGATAAAGACATCTTCAC 57/59
Control interno | trpBA.r trpA GCAACGCGGCCTGGCGGAAG 489
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1. Preparar la mezcla de amplificacién para un volumen 20 pl.

3

Reactivo Volumen por muestra
Agua 11,9 ul
Tampén (10X) 2 ul
dNTP (200 uM) 2 ul
Mezcla de iniciadores
2ul
(10 pmol)
Taq pol (5 U/ul) 0,1l
DNA 2 ul

Cargar los amplificados en un gel de agarosa al 2%.

3. Interpretar los resultados en funcion de su perfil de bandas (Figura 25). En el caso de los
perfiles coincidentes para Ay C, y D y E; se debe realizar una segunda PCR especifica para
grupos E y C ( si existe un amplificado positivo correspondera a los grupos E o C, y si es

negativo a los grupos D o A)

MO Fi I 4 5 & 7T R 9 1 11 12 13 14 15 16 17T IR M
g -
e - - = il bp
A - - - - - -
LIEE e s en eI - -
i - @aa= — - e -
g, - R ] -
TspEd. 2= - - < 100 bp
\ Bl o | n ] B2
E. cnli yensn siricia E. clades

E. fergnsonii I
E. alberii |

Figura 23. Patrones de bandas obtenidos por la PCR cuadruple de Clermont en 2013 que diferencia los

grupos filogenéticos de E. coli. Figura extraida de Clermont et al™.
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3.9. CARACTERIZACION DE PLASMIDOS

Para la caracterizacion plasmidica se llevan a cabo los siguientes pasos:
Caracterizacion de los grupos Inc

Andlisis del DNA plasmidico

Southern Blot

D

Hibridacion del DNA plasmidico con sondas especificas de los genes bla y de los

grupos Inc correspondientes.

3.9.1. Caracterizacion de los grupos Inc

Los grupos Inc de los plasmidos portadores de los genes bla se determinaron
mediante la técnica de PCR descrita por Carattoli et al denominada PBRT (Plasmid-
based Replicon Typing)®®. Esta técnica ofrece la posibilidad de identificar de forma
especifica los 18 replicones mas frecuentes en enterobacterias descritos previamente por

Couturier et al en 1988,

Se basa en la realizacion de cinco PCR multiples que amplifican 3 replicones cada
una y tres PCR simples (Tabla 12). La técnica de Carattoli no incluia los replicones
IncColE, IncU ni IncR, pero tiempo después Garcia-Fernandez et al determinaron su

identificacion también usando PBRT*®.
Para llevar a cabo esta técnica se sigue el procedimiento descrito anteriormente para

la extraccion de DNA y de PCR. Los iniciadores y las condiciones de la PCR se detallan

en la tabla 12.
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Tabla 12. Iniciadores y condiciones utilizadas para la técnica de PBRT.

3

Grupo Tamafio
PCR Inc Iniciador Secuencia (5'-3") T2 (°C) | (pb)
HI1 FW GGAGCGATGGATTACTTCAGTAC
HI1 HI1 RV TGCCGTTTCACCTCGTGAGTA 471
HI2 FW TTTCTCCTGAGTCACCTGTTAACAC
HI2 HI2 RV GGCTCACTACCGTTGTCATCCT 644
11FW CGAAAGCCGGACGGCAGAA
Multiple 1 11 1RV TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT 60 139
XFW AACCTTAGAGGCTATTTAAGTTGCTGAT
X XRV TGAGAGTCAATTTTTATCTCATGTTTTAGC 376
L/M FW GGATGAAAACTATCAGCATCTGAAG
/M |L/MRV CTGCAGGGGCGATTCTTTAGG 785
N FW GTCTAACGAGCTTACCGAAG
Multiple 2 N N RV GTTTCAACTCTGCCAAGTTC 60 559
FIAFW CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG
FIA FIARV GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG 462
FIB FW GGAGTTCTGACACACGATTTTCTG
FIB FIARV CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT 702
W FW CCTAAGAACAACAAAGCCCCCG
Multiple 3 w W RV GGTGCGCGGCATAGAACCGT 60 242
Y FW AATTCAAACAACACTGTGCAGCCTG
Y YRV GCGAGAATGGACGATTACAAAACTTT 765
PFW CTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAA
P PRV TCACGCGCCAGGGCGCAGCC 534
FIC FW GTGAACTGGCAGATGAGGAAGG
Multiple 4 FIC FICRV TTCTCCTCGTCGCCAAACTAGAT 60 262
A/CFW GAGAACCAAAGACAAAGACCTGGA
A/C |A/CRV ACGACAAACCTGAATTGCCTCCTT 465
TFW TTGGCCTGTTTGTGCCTAAACCAT
T TRV CGTTGATTACACTTAGCTTTGGAC 750
Flls FW CTGTCGTAAGCTGATGGC
Multiple 5 Flls Flls RV CTCTGCCACAAACTTCAGC 60 270
Freps FW TGATCGTTTAAGGAATTTTG
Simple F Freps RV GAAGATCAGTCACACCATCC 52 270
Simple K K/B FW GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC 60 160
KRV TCTTTCACGAGCCCGCCAAA
Simple B/O |B/ORV TCTGCGTTCCGCCAAGTTCGA 60 159
oricolE FW? | GTTCGGCATACAGTCCA
Simple ColE |oricolERV | GGCGAAACCCGACAGGAC 55 187
IncU FW TCACGACACAAGCGCAAGGG
Simple U IncU RV TCATGGTACATCTGGGCGC 55 843
IncR FW TCGCTTCATTCCTGCTTCAGC
Simple R IncR RV GTGTGCTGTGGTTATGCCTCA 55 251
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3.9.2. Analisis del DNA plasmidico

Para el andlisis del DNA plasmidico se utiliza la técnica descrita por Barton et al, la
cual consiste en la migracion del DNA plasmidico mediante PFGE tras digestion con la
endonucleasa S1'*. Esta enzima transforma el DNA plasmidico superenrrollado en DNA

lineal, permitiendo asi su migracion en el gel en funcién de su peso molecular.

La técnica es similar a la descrita para el estudio de la epidemiologia en el Apartado
3.7, pero con algunas variaciones. La preparacion de los insertos y su lavado se realiza
del mismo modo, excepto por la cantidad de masa bacteriana utilizada, en este caso es
muy superior.

Una vez lavados los insertos, se procede a la digestion con la endonucleasa S1

Procedimiento

1. Cortar 1/3 del inserto y depositar en un tubo con 1 ml de Tris-HCl 10mM durante 10'.
Repetir este paso.

2. Digerir el inserto con la enzima S1. Realizar una mezcla de 200 ul de tampén S1 (acetato
de sodio 30 mM, NaCl 50 mM vy sulfato de zinc 5 mM) con 0,28 pl de una dilucién 1/100 de
enzima S1. Incubar la digestion en un bafio a 37°C durante 45’.

3. Eliminar la solucién y afadir 100 yl de tampén ES (EDTA 0,5 mM, SLS 1%; pH 9,5) y
colocar el tubo en hielo durante un minimo de 15'.

4. La separacion y visualizacién de los plasmidos mediante PFGE se realiza del mismo modo
gue se ha explicado anteriormente con las condiciones de un blogue de 5-25” durante 6

horas, seguido de un segundo bloque de 30-45" durante 18 horas.

3.9.3. Southern Blot

Consiste en la transferencia de los fragmentos de DNA, separados
electroforéticamente, a una membrana de nylon donde quedaran accesibles a la sonda
marcada en el proceso de hibridacion. La transferencia se facilita tratando el gel con
acido clorhidrico, fragmentando el DNA en porciones pequefias. Con el tratamiento acido
se produce la despurinizacion parcial en determinados puntos que se romperan
posteriormente con el tratamiento alcalino dando lugar a fragmentos mas pequefios

(~1kb) que se transferiran con mucha mas eficacia.
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Procedimiento
1. Preparacion del gel

1. Baiiar el gel durante 5 minutos en agua bidestilada en agitacién para eliminar los restos de
bromuro de etidio.

2. Eliminar el agua y colocar el gel con 500 ml de solucién de desnaturalizacion (HCI 0,25 M)

durante 25’ en agitacion.

3. Lavar el gel en agua bidestilada durante 5’ en agitacion.

Eliminar el agua y cubrir el gel con la soluciéon de desnaturalizacion (NaCl 1,5 M, NaOH
0,5M) durante 30’ en agitacion.
Lavar el gel con agua destilada 5’en agitacion.
Eliminar el agua y cubrir el gel con la solucion de neutralizacion (NaCl 1,5 M, Tris-HCI 0,5
M; pH 7,5) durante 30’ en agitacion.

2. Preparacién de la membrana

1. Cortar la membrana Hybond N+ y el papel Whatmann 3 mm a la medida del gel, dejando 1
cm por cada lado.

2. Humedecer el papel Whatmann en una cubeta con SSC 2X [diluciéon 1/10 de la solucion
SSC 20X (citrato trisédico 0,3 M, NaCl 3 M; pH 7)] y colocar sobre el soporte poroso de la
unidad de transferencia (BioRad).

Colocar la membrana Hybond N+ humedecida con SSC 2X sobre el papel Whatmann.
Colocar la ventana de plastico sobre la membrana haciendo coincidir el hueco donde se
depositara el gel, marcando los extremos de la ventana.
3. Transferencia
1. Una vez transcurridos 30’ de neutralizacion, lavar el gel con agua destilada durante 5’ y
transferir al aparato de transferencia, centrandolo sobre la ventana y evitando la formacion
de burbujas.
Sellar los laterales con agarosa y colocar el sealing frame para cerrar el aparato.
Conectar la bomba de vacio y ajustar la presién a 3-4 inc. Hg.
Verter el tampon de transferencia (SSC 10X) sobre la parte superior del gel (no sumergir).
Repetir este paso cada media hora.
Transferir durante 3 horas aproximadamente.
Retirar el gel y pasarlo a la cubeta con bromuro de etidio para comprobar posteriormente
si se ha transferido el DNA correctamente.
4. Post-transferencia
1. Lavar la membrana durante 2’ con SSC 2X.

2. Colocar la membrana sobre un papel de filtro y mantener en un horno a 80°C durante 30'.
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3.9.4. Hibridacion del DNA plasmidico con sondas especificas de los genes

blay de los grupos Inc correspondientes.

Para la hibridacién y deteccién se utiliza el kit comercial DIG Luminescent
Detection Kit (Roche). El principio fundamental del sistema DIG no radiactivo consiste en
el uso de digoxigenina, un hapteno esteroideo, que se une a dUTP, UTP o ddUTP para
marcar el DNA, RNA u oligonucleétidos, para la hibridacion y subsecuente detecciéon

luminiscente.

Las sondas hibridadas son inmunodetectadas con antidigoxigenina (fragmentos Fab
conjugados con fosfatasa alcalina) y visualizadas con el sustrato quimioluminiscente
CSPD (Disodium 3-(4-metoxi-spiro{l,2-diox-etano-3,2-(5’-c|oro)triciclo[3.3.1.13'7]decan}-4-
yhfenilfosfato). La defosforilacion enzimatica de CSPD por la fosfatasa alcalina produce
una emision de luz a una longitud de onda de 477 nm. La sefial de quimioluminiscencia
del CSPD persiste durante dias en las membranas de nylon. Asi, exposiciones de pocos

minutos son suficientes para detectar la sefial y permiten conseguir multiples imagenes.

Procedimiento

1. Calcular la temperatura de hibridacion

Tm=49,82 + [0,4 x (%G+C)] — (600/longitud de onda)

Toptima= Tm (de 20 a 25°C)

2. Precalentar 20 ml del tampo6n de hibridacién a la temperatura de hibridacion calculada
(normalmente ajustar a 42°C).

3. Colocar la membrana en un tubo de hibridacion y afiadir 20 ml de tampo6n de hibridacion
previamente atemperados. Incubar en el horno a 42°C con rotacion fuerte durante 30'.

4. Calcular el volumen de sonda a desnaturalizar (entre 5y 25 ng de sonda por ml de tampén de
hibridacion).

4. Hervir durante 5’ (mezclar con agua hasta un volumen final de 50 pl para evitar que se
evapore).
Colocar en hielo durante 5’. Hacer un pulso con la centrifuga.
Afiadir la sonda al tampdn de hibridacion.
Incubar overnight si se estudia una Unica diana, si son multiples, la incubacion se puede
reducir a 6 horas.

8. Recuperar el tampén de hibridacién con la sonda y guardar a -20°C. Para reutilizarlo,
desnaturalizar la sonda a 65°C durante 30’ (no hervir).

9. Afadir 100 ml de Low Stringency Buffer (SSC 2X, 0,1% SDS) en una bandeja y colocar la

membrana. Agitar a temperatura ambiente durante 5. Repetir una segunda vez.
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Pasar la membrana al tubo de hibridacion previamente lavado y afiadir 100 ml de High
Stringency Buffer [para sondas de baja contenido en G+C (SSC 0,5X, 0,1% SDS) o de alto
contenido en G+C (SSC 0,1X, 0,1% SDS)] (previamente atemperado a 65°C). Ponerlo en el
horno de hibridacion con rotacion fuerte a 65°C durante 15'. Repetir una segunda vez.

Quitar el buffer, afiadir 100 ml de Washing Buffer 1X [0,1M &acido maleico, 0,15 M NacCl; pH
7,5 (20°C); 0,3% (v/v) Tween 20] y colocar la membrana. Incubar durante 5’ en agitacion
fuerte a temperatura ambiente.

Eliminar la solucién y afiadir 100 ml de Blocking Solution 1X durante 10’ en agitacion suave a
temperatura ambiente.

Eliminar la solucion, pasar la membrana a una bandeja pequefia y afiadir 20 ml de Antibody
solution (2 ul de Anti-digoxigenina-AP + 20 ml de blocking solution del paso anterior) e incubar
durante 30’ en agitacion suave a temperatura ambiente.

Eliminar la solucion y afadir 100 ml de Washing Buffer 1X. Incubar 15’ en agitacion fuerte a
temperatura ambiente. Repetir una segunda vez.

Eliminar la solucién y afiadir 25 ml de Detection Buffer (0,1 M Tris-HCI, 0,1 M NaCl, pH 9,5).
Incubar 5’ en agitacion.

Colocar la membrana en una bolsa de hibridacién, afiadir 2 ml de CSPD y expandirlo evitando
formar burbujas.

Incubar 5’ a temperatura ambiente.

Incubar la membrana en la bolsa de hibridacién 15 minutos a 37°C para que tenga lugar la
reaccion de fluorescencia.

Colocar la membrana con la bolsa en el GBOX para capturar la imagen.

. Lavar con SSC 2X.

Deshibridacion:

1. Lavar la membrana con agua bidestilada.
2. Lavar la membrana con 100 ml de solucion de deshibridacion (0,2 M NaOH, 0,1% SDS)
durante 15’ a 37°C. Repetir una segunda vez.

3. Lavar la membrana con SSC 2X.
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3.10. ESTUDIO DE LA RELACION EPIDEMIOLOGICA DE
PLASMIDOS

Para analizar la relacién epidemioldgica de los plasmidos de las familias Incll e IncF

145

se utilizaron las técnicas pMLST (plasmid multilocus sequence typing)™ y RST (replicon

146

sequence typing) ", respectivamente.

Ambas técnicas se basan en la amplificacion mediante PCR de diferentes genes o
regiones diana. La extraccion gendmica se realiza mediante el kit GenElute Bacterial
Genomic DNA (Sigma).

Procedimiento

1. Resuspender 3 o 4 colonias en 0,5 ml de agua estéril.

2. Centrifugar la suspensién a 16.000 g durante 2'.

3. Resuspender el pellet en 180 pl de solucion de lisis T (incluida en el kit) y afiadir 20 pl de
proteinasa K a una concentracion de 20 mg/ml.
Homogeneizar con un agitador o pipeta y situarlo en el bafio a 55°C durante 30'.
Afiadir 200 pl de solucion de lisis C (incluida en el kit), homogeneizar y situarla en el bafio
durante 10'.

6. Anadir 500 pl de la solucion de preparaciéon (Column Preparation solution) a cada una de
las columnas de extraccion y centrifugar a 12.000 x g durante 1.

7. Sacar el tubo del bafio y afiadirle 200 pl de etanol frio para precipitar el DNA.
Homogeneizar por inversion.

8. Transferir la solucion con el DNA precipitado a la columna y centrifugar a 6.500 g durante
1.

9. Transferir la columna a un nuevo tubo y afiadirle 500 pl de la solucion de lavado
concentrada (Wash solution 1). Centrifugar a 6.500 x g durante 1'.

10. Diluir al 1/10 el DNA obtenido con agua destilada. La dilucion puede utilizarse al momento

0 conservarse en el congelador hasta su uso.

3.10.1. Estudio de plasmidos de la familia Incll

Para conocer el sequence type de los plasmidos de la familia Incl1, se analizan 5
genes diana (repll, ardA, trbA, sogS, pilC) utilizando los iniciadores y las condiciones de

PCR descritos por Garcia-Fernandez et al (Tabla 13)'*°.
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3.10.2. Estudio de plasmidos de la familia IncF

Para conocer el replicon sequence typing de los plasmidos de la familia IncF, se

analizan las secuencias de Fll, FIA, FIB y FIC con los iniciadores y las condiciones de

PCR descritos por Villa et al (Tabla 13)*°.

Tabla 13. Iniciadores utilizados en pMLST de Incll y RST de IncF con sus condiciones

Tamafio Tm
Técnica Locus | Iniciadores | Secuencias (5'-3") (pb) (°C)
repl repll Fw CGAAAGCCGGACGGCAGAA
repll RV TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT 142
ardA ardA FW ATGTCTGTTGTTGCACCTGC
ardA RV TCACCGACGGAACACATGACC 501
OMLST Inci1 | trbA trbA FW CGACAAATGCTTCCGGGGT 60
trb RV TCTTACAATCGACAGCCTGT 507
$00S sogS FW | TTCCGGGGCGTAGACAATACT
sogS RV AACAGTGATATGCCGTCGC 291
pill pilL FW CCATATGACCATCCAGTGCG
pilL RV AACCACTATCTCGCCAGCAG 316
Ell FIl FW CTGATCGTTTAAGGAATTTT 258-260 54
Fll RV CACACCATCCTGCACTTA
FIA FIA FW CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG 462
RST IncE FIA RV GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG
FIB FIB FW TCTGTTTATTCTTTTACTGTCCAC 683 60
FIB RV CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT
FIC FIC FW GTGAACTGGCAGATGAGGAAGG 262
FIC RV TTCTCCTCGTCGCCAAACTAGAT
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4.1. SELECCION Y ORIGEN DE LOS AISLADOS

Entre junio de 2010 y noviembre de 2011, se aislaron un total de 21.563 cepas de
E. coli en los tres hospitales participantes y sus centros primarios. De éstas, se
seleccionaron 240 (1,1%) que presentaban un fenotipo compatible con la presencia de
una betalactamasa AmpC. Veinte cepas (8,3%) procedian del Consorci Sanitari de
Terrassa, 100 (41,7%) del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau y 120 (50%) del Hospital
Universitario Matua de Terrassa (Figura 24). Este fenotipo se describe como resistente a
penicilinas, amoxicilina-acido clavulanico, cefalosporinas de primera y segunda
generacion, cefamicinas y sensibilidad disminuida o resistencia a cefalosporinas de

tercera generacion y aztreonam (Figura 25).
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Figura 24. Nimero de aislados que presentaron un fenotipo compatible con la presencia de una

betalactamasa AmpC en cada centro.

CST: Consorci Sanitari de Terrassa; HUMT: Hospital Universitario Mitua de Terrasa; HSCiSP: Hospital de la Santa Creu i

Sant Pau.

Figura 25. Antibiograma compatible con una betalactamasa AmpCc hiperproducida (izq) y con una
betalactamasa AmpCa CMY2 (dcha).

AMP10: ampicilina; PIPRA: piperacilina; CEP30: cefalotina; NAL20: &cido nalidixico, CXM30: cefuroxima; CAZ30:
ceftazidima; CF030: cefoxitina; CIPR5: ciprofloxacino; CTX30: cefotaxima; AMC30: amoxicilina-acido clavulanico; FEP30:

cefepime; SxT25: cotrimoxazol; ETP10: ertapenem; AZT30: aztreonam; PI+TZ: piperacilina-tazobactam; IMI10: imipenem.
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Las muestras seleccionadas procedian de pacientes con edad media de 71 afios y
en un 65,1% se trataba de mujeres. El 82,8% de las muestras eran orina y el 7,3%
sangre. El 9,9% restante agrup6 muestras de diversas procedencias (exudado de herida
quirargica, abscesos, muestras cutaneas, bilis y muestras respiratorias) (Figura 26).

9,9%

i QOrina
u Sangre
u Otros

Figura 26. Origen de las muestras en las que se aislo E. coli productora de betalactamasas AmpC.

El 42,7% de los casos eran comunitarios, el 40,5% relacionados con la atencién
sanitaria y el resto nosocomiales (Figura 27).

& Comunitarios

4 Nosocomiales

u Relacionados con los
cuidados sanitarios

Figura 27. Clasificacion de los casos segun su procedencia.
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4.2. ESTUDIO DE SENSIBILIDAD A  ANTIBIOTICOS
BETALACTAMICOS

Los resultados de los estudios de sensibilidad a antibidticos betalactamicos se
muestran en la tabla 14 y en la figura 30. La tasa de resistencia a cefotaxima fue del
79,2% y la de ceftazidima del 88,3%. Un total de 18 cepas (7,5%) fueron no sensibles a
cefepime, de las cuales 11 presentaban una BLEE. Al ser ésta una caracteristica de
ESAC, en los siete aislados resistentes a cefepime no portadores de BLEE se analizaron
posibles mutaciones en el gen ampC, no encontrandose en ninguno de ellos.

Con respecto a los carbapenémicos, solo se encontré6 una cepa no sensible a
ertapenem.

En la tabla 14 se muestran los porcentajes de resistencia a betalactamicos de las
cepas hiperproductoras y las cepas con una AmpCa. Se observaron diferencias
significativas en la frecuencia de resistencia a cefotaxima y ceftazidima, presentando
porcentajes de resistencia mas elevados los aislados productores de betalactamasas

AmpcCa.

Tabla 14. Porcentajes de resistencia a antibiéticos betalactamicos.

Total AmpCc AmpCa .
Antibidtico N° aislados (%) N° aislados (%) N° aislados (%) P
Cefoxitina 240(100) 60(100) 180(100) -
Ceftazidima 212(88,3) 44(73,3) 168(93,3) p<0,001
Cefotaxima 190(79,2) 23(38,3) 167(92,7) p<0,001
Amoxicilina/acido clavulanico 240(100) 60(100) 180(100) -
Cefepime 18(7,5) 6(10) 12(6,7) NS
Aztreonam 73(30,4) 13(21,7) 60(33,3) NS
Imipenem 0 0 0 -
Ertapenem 1(0,4) 0 1(0,6) NS

" Estadisticamente significativo (p<0,05)
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Figura 28. Porcentajes de resistencia de las cepas seleccionadas a los diferentes antibioticos.
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4.3. ESTUDIO DE SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS NO
BETALACTAMICOS

Se observé un alto porcentaje de cepas resistentes a acido nalidixico (79,2%),
estreptomicina (61,7%), sulfonamidas (60%), tetraciclinas (58,3%) y ciprofloxacino
(57,5%) (Figura 28, Tabla 15). EI 50,8% de las cepas fueron resistentes a trimetoprim y el
44% a cotrimoxazol. La resistencia a gentamicina, tobramicina y/o cloranfenicol se situ6é
entre el 17 y el 25%. Las tasas mas bajas de resistencia correspondieron a amikacina
(4,6%) y fosfomicina (2,1%).

No se observaron diferencias significativas en los porcentajes de resistencia entre cepas

hiperproductoras y portadoras de una AmpCa (Tabla 15).

Tabla 15. Porcentajes de resistencia a antibiéticos no betalactamicos en cepas con AmpCc y

cepas con AmpCa.

Total AmpCc AmpCa

Antibidtico N° aislados (%) N° aislados(%) N° aislados (%) p*
Acido nalidixico 190(79,2) 44(73,3) 146(81,1) NS
Ciprofloxacino 138(57,5) 35(58,3) 103(57,2) NS
Cotrimoxazol 105(43,8) 28(46,7) 77(42,8) NS
Sulfonamidas 144(60) 38(63,3) 106(58,9) NS
Trimetoprim 122(50,8) 34(56,7) 88(48,9) NS
Tetraciclina 140(58,3) 34(56,7) 106(58,9) NS
Cloranfenicol 56(23,3) 18(30) 38(20,6) NS
Estreptomicina 148(61.7) 39(65) 109(60,6) NS
Kanamicina 60(25) 23(38,3) 37(20,6) NS
Tobramicina 52(21,7) 19(31,7) 33(18,3) NS
Amikacina 11(4,6) 4(6,7) 7(3,9) NS
Gentamicina 40(16,7) 11(18,3) 29(16,1) NS
Netilmicina 15(6,3) 5(8,3) 10(5,6) NS
Neomicina 7(2,9) 0(0) 7 (3,9) NS
Espectinomicina 15(6,3) 3(5) 12(6,7) NS
Fosfomicina 5(2,1) 1(0,4) 4(2,1) NS

" Estadisticamente significativo (p<0,05)

99



RESULTADOS | 4

4.4. CARACTERIZACION MOLECULAR DE LAS
BETALACTAMASAS AmpCa

De los 240 aislados analizados mediante la PCR mudltiple, se detecto la presencia
de betalactamasas AmpCa en 180 (75%), siendo 132 (73,3%) de tipo CMY y 48 (26,7%)
de tipo DHA. Mediante el andlisis de las secuencias las betalactamasas fueron
caracterizadas como 129 CMY-2, 48 DHA-1, una CMY-4, una CMY-7 y una CMY-42.

Algunos de los aislados portadores de una AmpCa (11,7%) presentaron también otras
betalactamasas de amplio espectro o de espectro extendido (Figura 29) de los tipos CTX-
M, CTX-M-9, SHV y TEM. Estas betalactamasas se encontraron en cepas portadoras de
CMY-2 y DHA-1 (Tabla 16).

Tabla 16. Betalactamasas presentes en aislados de E. coli con una AmpCa.

Betalactamasas
N° de aislados

CTX-Mt CTX-Mt + TEMt CTX-M-ot CTX-M-9t + TEMt SHVt TEMt

CMY-2 4 - 3 - 3 3
DHA-1 - 1 3 1 2 1

AmpCa

Figura 29. Antibiograma de una cepa de E. coli portadora de una betalactamasa de tipo CMY-2 y

una BLEE de tipo CTX-M.
AMP10: ampicilina; PIPRA: piperacilina; CEP30: cefalotina; NAL20: &cido nalidixico; CXM30: cefuroxima; CAZ30:

ceftazidima; CF030: cefoxitina; CIPRS5: ciprofloxacino; CTX30: cefotaxima; AMC30: amoxicilina-acido clavulanico; FEP30:

cefepime; SxT25: cotrimoxazol; ETP10: ertapenem; AZT30: aztreonam; PI+TZ: piperacilina-tazobactam; IMI10: imipenem.
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4.5. ANALISIS DE LAS REGIONES REGULADORAS DEL GEN
ampC

En los 60 aislados que no eran portadores de una betalactamasa AmpCa, se
amplificé y secuencio la region promotora y atenuadora del gen ampC (Figura 30). En
todos los aislados analizados se observaron mutaciones en dichas regiones que pueden

explicar la hiperproduccion de la betalactamasa AmpCc. Se observaron tres patrones de

mutaciones (Tabla 12 y 13):

EE0aCH ARematho

i
]
o -1 @R-10  aR-10
GRS e memEe  saiER i gk amt
FETENG !
i ey by ey e, # e, -
1 -8 -13 -1 T 422 #4TT -3 +34 +35 +1

ATCCTGACAGTTGTCACGCTGATTGETGTET-TACAATAACGCATCGCARTGTARATCGGUCCGOCTATGGCGEGCCGTTTTETATGEAAMCCAGACCCTATGTTCAARACGACGCTCTGCACT

Figura 30. Esquema de la secuencia de la region promotora y atenuadora del gen ampC con

las mutaciones relacionadas con la hiperproduccion del mismo.

- Treinta y ocho aislados (63,3%) presentaban un perfil idéntico con mutaciones en
las posiciones -88, -82, -42, -18, -1, +58, +81 que dan lugar a un desplazamiento
del promotor, dando lugar a un promotor alternativo desplazado.

- Diecinueve aislados (31,7%) presentaban perfiles similares, con la regién
espaciadora modificada, inserciones y/o transiciones nucleotidicas en los que las
mutaciones -73 y -28 se encontraban siempre presentes.

- Tres aislados (5%) presentaban diferentes mutaciones en la regién atenuadora.

En 18 (30%) aislados hiperproductores de su AmpCc se detecté la presencia de otra
betalactamasa de los tipos CTX-M, CTX-M-9, SHV y TEM. Estas betalactamasas se
encontraron en siete cepas del primer grupo segun el perfil de mutaciones, diez del

segundo y una del tercero (Tabla 17).

Tabla 17. Betalactamasas presentes en aislados de E. coli con una AmpCec.

Betalactamasas
N° de aislados

CTX-Mt + CTX-Mt CTX-Mt + CTX-M-9t +
CTX-Mt TEMt +SHVt CTx-M-gt CTXMt TEMt
Promotor desplazado 4 - 1 1 1 -
Regién espaciadora
AmpCc modificada 8 1 - - - 1
Regidén atenuadora
modificada - - - - 1 -
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Tabla 18. Mutaciones en las cepas hiperproductoras de AmpCec.

117 88 82 76 73 42 28 22 20 18 16 15 14 1 +17 +22 +23 +26 +27 +32 +34 +58 +81
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Cepas con mutaciones que dan lugar un promotor desplazado (amarillo), cepas con mutaciones que modifican la region

espaciadora (fucsia), y cepas con mutaciones que modifican la regién atenuadora (verde)

4.6. ESTUDIO DE LA EXPRESION DEL GEN ampC

La expresion del gen ampC fue analizada en las 60 cepas que no portaban una

betalactamasa AmpCa mediante qRT-PCR (Figura 31).
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Figura 31. Representacion en forma de curvas del incremento de la fluorescencia y con ello de la expresion
de los genes A) gap y B) ampC conforme avanzan los ciclos de la PCR. Se muestran las curvas de
amplificacién de cinco cepas en las que se constata un CT para el gen ampC varios ciclos inferior al de la

cepa control ATCC.

Todas las cepas analizadas mostraron un incremento en la expresién del gen ampC con
un rango de 2 a 442 veces. Se observl una gran variabilidad de resultados (Tabla 19).
Para el grupo mayoritario formado por cepas con un promotor alternativo desplazado, el
rango fue de 5,1 a 338,2 siendo la mediana de los datos de 72,5. Para el grupo de cepas

con una regién espaciadora del promotor modificada, el rango se movia entre 2,3 y 4425,
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siendo la mediana de los datos de 19,9. Para las cepas con una region atenuadora

modificada, el rango fue de 2,03 a 42,4, siendo la mediana de 5,8.

Tabla 19. Resultados del analisis de expresion del gen ampC mediante gRT-PCR.

Incremento
N° de : : a dela
Grupo cepas Perfil de mutaciones (n) Rango ampCA expresiég
(ampCA)
Promotor desplazado 38 -88, -82, -42, -18, -1, +58, +81 (38)  [5,11-338,23] 72,5
Region espaciadora
modificada 19 -117,-73,-28 (7)
-117,-73,-28,-15* (5)
-117, -73, -28, -22*, -20, -15* (2)
7328458 () 12 26.442,54] 19,9
-73,-28,+34 (1)
-117,-73,-32,-28 (1)
-117,-73,-28, -22* (1)
-117,-73,-28,-16*,-15* (1)
Region atenuadora
modificada 3 -76; +23; +27; +33; +81 (2) [2,03-42,39] 58

-76; +22; +26; +27; +32 (1)
# Mutaciones localizadas en las regiones reguladoras del gen ampC debidas a sustituciones o a inserciones(*)

nucleotidicas.

® Incremento de la expresion calculado a partir de la mediana de los resultados obtenidos de todos los aislados.

Se analizaron estos datos de forma estadistica mediante la prueba no paramétrica
de Kruskal-Wallis. Esta prueba analiza si los datos provienen de una misma poblacion,
asumiendo que no existe normalidad en los mismos. Segun esta prueba, las diferencias

en la expresion entre los tres grupos fueron estadisticamente significativas (p=0,028).

Se estudio la expresion del gen ampC de 17 cepas portadoras de una AmpCa que
no iba acompafiada de ninguna otra betalactamasa y que presentaban un mayor grado
de resistencia a betalactamicos (Tabla 20). Este analisis se realizd en base a la hipotesis
de que se tratasen también de cepas hiperproductoras de su AmpCc.

De las 17 cepas, seis presentaron un incremento de expresion del gen ampC (2,1; 2,3;
3,4; 8,7; 9,04 y 149,5; respectivamente) y el perfil mayoritario de mutaciones observado

fue el que implicaba la creacion de un promotor alternativo desplazado.
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Tabla 20. Halo de inhibicion de 17 aislados con una AmpCa con mayor grado de resistencia a los

betalactamicos.

Halo de inhibicion | No sensible segin
(mm) CLSI'®
Ceftazidima <12 <20
Cefoxitina 9 <17
Cefotaxima <14 <25
Amoxicilina-acido clavulanico <13 <17
Aztreonam <20 <20
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4.7. PREVALENCIA DE DETERMINANTES DE RESISTENCIA A
QUINOLONAS

Se estudié la presencia de determinantes plasmidicos de resistencia a quinolonas
(PMQR - plasmid mediated quinolone resistance) en todos los aislados. Se detectaron 61
PMQR, 55 (30%) en cepas portadoras de una AmpCa y seis (10%) en cepas
hiperproductoras de AmpCc. De los 55 PMQR detectados en cepas portadoras de
AmpCa, 38 eran gnrB4, ocho aac(6’)-1b-cr, seis gnrS1 y tres gnrB19. Todas las cepas con
gnrB4 eran portadoras a su vez de blappyai. De los seis PMQR detectados en cepas
hiperproductoras, cinco fueron aac(6)-lb-cr y uno gnrS1. Todos estos aislados
hiperproductores presentaban una regién espaciadora modificada. No se encontré

ninguna cepa portadora de gnrA ni gepA (Tabla 21).

Tabla 21. Determinantes plasmidicos de resistencia a quinolonas en cepas hiperproductoras de

AmpCc y con AmpCa.

gnrA gnrB4 | gnrB19 | gnrS1 | aac(6)-lb-cr | qep A | n(%)

129 CMY-2 - - 3 3 4

48 DHA-1 - 38 - 3 3

AmpCa

(180) 1 CMY-4 - - - - - - | 55(30)

1 CMY-7

1 CMY-42 - - - - 1

38 Promotor desplazado
(ampCA72,5)

AmpCc | 19 Region espaciadora
(60) modificada (ampCA19,9)

3 Region atenuadora
modificada (ampCA5,8)

1 5 - 6 (10)
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4.8. RELACION EPIDEMIOLOGICA DE LAS CEPAS

Las 240 cepas incluidas en el estudio fueron analizadas mediante PFGE para
establecer la posible relacion clonal entre ellas. Se observé una amplia variablilidad con
la presencia de 193 patrones diferentes. Se obtuvieron dos clusters de dos cepas con
una homologia del 100% (uno compuesto por dos cepas portadoras de blacwy-2
procedentes del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau y otro compuesto por dos cepas
hiperproductoras del Hospital Universitario de Terrasa), y diez clusters con una
homologia superior al 90% pero sin relacion epidemiolégica entre las cepas que los

componen (un cluster de tres cepas y nueve de dos cepas).

4.9. DETERMINACION DE LOS GRUPOS FILOGENETICOS

Tal y como se especifica en el apartado de Material y Métodos, los grupos

filogenéticos fueron determinados segun tres métodos basados en la técnica de PCR.

1. Método de Clermont 2000

Este método se basa en una PCR triple y permite diferenciar los grupos

filogenéticos A, B1, B2 y D en E. coli**°.

Segun este método, mas de un 60% de las cepas portadoras de una betalactamasa
AmpCa pertenecen a los considerados grupos filogenéticos virulentos B2 y D (Tablas 22
y 23). En la cepas hiperproductoras, las que presentan el promotor desplazado
pertenecen en su mayoria a los grupos filogenéticos menos virulentos (A y B1), mientras

gue las que presentan su region espaciadora modificada pertenecen a los grupos B2 y D.

Tabla 22. Distribucion de las cepas segun el grupo filogenético obtenido por el método de
Clermont del afio 2000.

Grupo filogenético | N° de aislados (%)
A 53(22,1)
B1 47 (19,6)
B2 85 (35,4)
D 55(22,9)
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Tabla 23. Distribucion de las cepas con AmpCa y AmpCc segun el grupo filogenético obtenido por

el método de Clermont del afio 2000.

Grupo filogenético N° de aislados (%)
Betalactamasa (N° de aislados) A Bl B2 D
DHAt (48) 11 7 16 14
CMYt (132) 24 25 53 30
Total AmpCa (180) 67 (37,2) 113 (62,8)
Promotor desplazado (38) 17 15 0
Region espaciadora modificada (19) 0 0 16
Region atenuadora modificada (3) 1 0 0
Total AmpCc (60) 33 (55) 27 (45)

2. Método Doumith 2012

Este método se basa en la amplificaciébn de un cuarto gen con respecto a la
técnica de Clermont et al del afio 2000. Se trata del gen gadA que se utiliza como control

interno de la PCR y da una mayor fiabilidad en los resultados del grupo filogenético A,

De las 53 cepas asignadas al grupo filogenético A segln el método anterior, 12 no
amplificaron ninguna banda. Se realiz6 una revision de estas cepas mediante el método
descrito por Doumith y los resultados obtenidos corroboraron una correcta asignacion al

grupo A de estas cepas.

3. Método revisado de Clermont 2013

Clermont et al modifican su método anterior para obtener una mayor especificidad
y permitir la deteccién de nuevos grupos filogenéticos (A, B1, B2, C, D, E y F)®. Se
analizé nuevamente el grupo filogenético de todas las cepas de la coleccion utilizando el

método revisado por Clermont (Tablas 24 y 25).

El 62% de las cepas portadoras de AmpCa pertenecian a los grupos filogenéticos B2, D,
E y F. Entre las cepas hiperproductoras con un promotor desplazado se encontr6 que el
87% pertenecia a los grupos filogenéticos menos virulentos A, B1 o C. El 100% de las
cepas con la region espaciadora de su promotor modificada pertenecian a los grupos B2,
D o F. Una cepa portadora de CMY-2 perteneciente al grupo B1 por el método antiguo

present6 un perfil no descrito mediante este método.

108



RESULTADOS | 4

Tabla 24. Distribucion de las cepas segun el grupo filogenético obtenido por el método de Clermont del afio

2013.

Grupo filogenético

N° de aislados (%)

A 20 (8,4)
B1 49° (20,4)
B2 87(36,3)
C 32 (13,3)
D 18 (7,5)
E 2(0,8)
F 32 (13,3)

%Una cepa asignada a B1 por el método Clermont 2000.

Tabla 25. Distribucion de las cepas con AmpCay AmpCc segun el grupo filogenético obtenido por el método

de Clermont del afio 2013.

Grupo filogenético N° de aislados (%)

Betalactamasa
(N° de aislados) A Bl C B2 D E
DHAt (48) 6 6 5 18 4 8
CMYt (132) 12 27° 11 52 10 20
Total AmpCa (180) 67(37,2%) 113(62,8%)
Promotor desplazado (38) 2 16 15 1 2 1
Region espaciadora
modificada (19) 0 0 0 16 1 2
Region atenuadora
modificada (3) 0 0 1 0 1 1
Total AmpCc (60) 34(56,7%) 26(43,3%)

%Una cepa asignada a B1 por el método Clermont 2000.

Al comparar ambos métodos de Clermont, se observaron algunas discrepancias

(Tabla 26). De las 53 cepas asignadas anteriormente al grupo A, 32 pasan a ser del

grupo C y una al grupo B1. De las 85 cepas asignadas al grupo B2, una pasa a ser del

grupo D; y de las 55 cepas del grupo D, una cepa pasa a ser del grupo B1, tres del grupo

B2, dos del grupo E y 32 pasan al grupo F. Las 41 cepas B1 siguen manteniendo dicho

grupo.
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Tabla 26. Discrepancias entre los diferentes métodos de Clermont.

Clermont 2000 Clermont 2013
Grupo filogenético (N° de aislados) | Grupo filogenético (N° de aislados)
A (20)
A (53) B1 (1)
C(32)
B1 (47) B1 (46)
ND (1)
B2 (85) B2 (84)
D (1)
B1 (1)
B2 (3)
D (55) D (17)
E(2)
F (32)

ND: no determinado por el método actualizado de Clermont, necesario analisis con MLST. Se resaltan en gris las mayores

discrepancias entre ambos métodos, la mayor parte de las cepas asignadas al grupo A y D pasan a asignarse a los grupos

descritos como minoritarios, C y F.
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4.10. CARACTERIZACION DE PLASMIDOS

4.10.1. Determinacioén del grupo de incompatibilidad plasmidico

Se analiz6 el grupo de incompatibilidad de los plasmidos presentes en 90 aislados
portadores de una betalactamasa AmpCa: 56 CMY-2, 31 DHA-1, una CMY-4, una CMY-7
y una CMY-42.

Como el andlisis se realizd6 sobre el DNA plasmidico total, se obtuvo mas de un
grupo de incompatibilidad para muchos de los aislados (Tabla 27). En el caso de cuatro
aislados no se pudo determinar el grupo de incompatibilidad.

4.10.2. Determinacién del tamafio del plasmido portador de AmpCa

Tras la digestion de los insertos, con la endonucleasa S1 y su posterior

transferencia a una membrana de nylon; ésta se hibridé con sondas especificas de las
betalactamasas y de los grupos de incompatibilidad (Figura 32).
El grupo de incompatibilidad Incll fue el replicén encontrado con mayor frecuencia en los
plasmidos portadores de blacwy: (44%), seguido de IncK (33%). En los plasmidos
portadores de blapna;, 10S replicones mas habituales fueron los variantes de la familia de
IncF (65%). El tamafio de los plasmidos en el caso de los portadores de blacyy: era entre
40 y 185 kb; y el de los portadores de blapya; de entre 70 y 185 aproximadamente (Tabla
28). El tamafio del plasmido portador de blacuy.7 no pudo ser determinado debido a que
tanto la sonda especifica de IncY y de la betalactamasa, hibridaban en el inserto.

Figura 32. Hibridacién de un gel S1-PFGE (A) con sonda blacyy.2 (B) y sonda Incll (C).

Se observan bandas hibridadas en la zona superior debidas a una digestién parcial de la enzima S1,
asumiendo como tamafio correcto el que se indica con flechas.
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Tabla 27. Resultados de PBRT.

Cepa pAmpC PBRT Cepa pAmpC PBRT
HSP002 CMY-2 K, F,ColE HSP081 CMY-2 K, B/O, F
HSP003 CMY-2 F, ColE HSP082 DHA-1 ColE
HSP004 CMY-2 11/1, F, ColE HSP083 CMY-2 11, F, ColE
HSP005 DHA-1 F HSP084 CMY-2 11,F
HSP006 DHA-1 N/D HSP085 CMY-2 11,F
HSP007 CMY-2 11/1 ,F HSP086 CMY-2 N/D
HSP008 CMY-2 FIA, K, B/O,F HSP087 DHA-1 11,K,ColE
HSP009 CMY-2 FIA, K, B/O,F HSP088 CMY-2 11,F
HSP010 CMY-2 11/1 ,F HSP091 CMY-2 11,F
HSP013 DHA-1 F, ColE HSP092 DHA-1 11,F
HSP018 CMY-2 K, B/O, F HSP094 DHA-1 F, ColE
HSP020 CMY-2 FIA,F HSP097 CMY-2 K
HSP022 CMY-2 FIA, K, B/O, F HSP098 CMY-2 FIA,K
HSP023 DHA-1 FIA,F HSP100 DHA-1 11, F, ColE
HSP024 CMY-2 K, B/O, F HSP103 CMY-2 11
HSP028 DHA-1 F HSP104 CMY-2 FIA,K
HSP029 DHA-1 11 HSP106 CMY-2 K,F
HSP030 DHA-1 F HT001 DHA-1 11,FIB,F
HSP032 CMY-2 K, F, ColE HT004 CMY-2 11,F
HSP035 CMY-2 FIA, K, B/O, F HTO007 DHA-1 FIB,F
HSP036 CMY-2 11, F, ColE HT008 DHA-1 FIA, F
HSP039 CMY-2 K, B/O, ColE HT009 DHA-1 FIA,F
HSP042 CMY-2 K, B/O, ColE HT012 DHA-1 F
HSP043 CMY-2 11,F HT019 DHA-1 FIA
HSP044 CMY-2 K, B/O, ColE, HT020 CMY-2 K, FIA, F
HSP045 DHA-1 N/D MT005 CMY-4 11,FIB,F
HSP046 CMY-2 11,FIA,F MT007 CMY-42 11, F
HSP047 DHA-1 11, F, ColE MT008 CMY-2 FIB,F
HSP049 CMY-2 P, K, B/O, F, ColE | MT012 DHA-1 FIA,F
HSP051 CMY-2 K,F,ColE MTO017 DHA-1 FIA
HSP052 CMY-2 11,F MT025 DHA-1 FIB,F
HSP054 CMY-2 11, F, ColE MT031 DHA-1 FIA,F
HSP056 CMY-2 11, Y, F, ColE VC001 CMY-2 K,F
HSP057 CMY-2 11, F, ColE VC003 DHA-1 11,F
HSP061 CMY-2 N/D VC004 CMY-2 K,F
HSP063 CMY-2 K, B/O, F VCO005 CMY-2 11, F, ColE
HSP064 CMY-2 11,F VC007 DHA-1 K,F
HSP065 CMY-2 FIA,F,ColE VC008 CMY-2 11,K,F, ColE
HSP066 DHA-1 F, ColE VCO011 CMY-2 11, Y, F, ColE
HSP069 DHA-1 F VC012 CMY-2 11,F
HSPO71 CMY-2 11,F VC013 DHA-1 FIB,F
HSP074 DHA-1 FIA,F,ColE VC018 CMY-7 Y,F
HSP076 DHA-1 11, F, ColE VC030 CMY-2 11,F
HSP078 CMY-2 11,F VC062 CMY-2 11,FIB,F
HSP080 CMY-2 11, ColE VCO77 CMY-2 11,FIB,F

N/D= grupo de incompatibilidad no determinado. En negrita se resalta el grupo de incompatibilidad del plasmido portador

de la betalactamasa
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Tabla 28. Caracterizacion de los plasmidos portadores de betalactamasas AmpCa en E. coli mediante PBRT
y S1-PFGE.

Betalactamasa o, - - )
(N° de aislados) Replicon | Tamafio (kb) [ N°aislados (%)
11 ~40-170 24(44)

K ~60-130 35(19)

F ~65-185 5(9)

CMY-2 (54) ColE ~90-112 2(a)
FIA ~90 2(4)

FIB ~120 1(2)

F ~80-185 9(31)

FIA ~70-125 7(24)

DHA-1(29) FIB ~100-125 4(14)

11 ~100-115 4(14)

ColE ~100 3(10)

K ~100-130 2(7)

CMY-4 (1) 11 -85 1(100)
CMY-7 (1) Y ND 1(100)
CMY-42 (1) 11 ~116 1(100)
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4.11. EPIDEMIOLOGIA DE LOS PLASMIDOS PORTADORES DE
BETALACTAMASAS AMPCa

Se analizé la epidemiologia de 10 plasmidos Incll y 10 plasmidos IncF mediante la
técnica pMLST (plasmid multilocus sequence typing) o RST (replicon sequence typing)
(Tablas 29 y 30).

1. pMLST de pldsmidos Incll

Se analizaron las secuencias de los diferentes locus amplificados y se asigno la
numeracion de los alelos y las secuencias tipo utilizando Plasmid MLST Database (Tabla
29).
Entre los 10 replicones Incll, cinco fueron Incll/ST12, dos Incl1/ST134 (descritos por
primera vez en este estudio), uno Incl1/ST26, uno Incll/ST55, y uno Incll/ST94 (Tabla
29).

Tabla 29. pMLST de plasmidos Incl1.

Cepa Enzima |repl ardA trbA s0gS pilL ST

HSP004 | CMY-2 1 4 3 4 1 12
HSP043 | CMY-2 1 4 13 2 1 26
HSP064 | CMY-2 4 5 15 11 3 55
HSP103 | CMY-2 1 4 3 4 1 12
HT004 | CMY-2 1 2 8 6 10 134
MT005 |CMY-4 1 4 3 4 1 12
VC012 | CMY-2 1 4 3 4 1 12
VC030 |CMY-2 1 14 15 11 2 94
VC062 | CMY-2 1 2 8 6 10 134
VC077 | CMY-2 1 3 4 1 12

2. RST de plasmidos F

Al igual que los plasmidos Incll, las secuencias obtenidas de los plasmidos IncF se
introdujeron en la base de datos nombrada anteriormente. Se observd una gran
variabilidad de estos plasmidos al resultar cada uno de ellos una variante diferente (F-:A-
:B10; F1:Al:B-; F2:A-:Bl; F2:Al1:B1; F2:A6:B1l; F18:A3:B37; F24:A-Bl; F24:A-:B37;
F24:A1:B-; F29:A-:B10) (Tabla 30).
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Tabla 30. RST de plasmidos IncF.

Cepa Enzima Fll FIA FIB FIC ST
HSP020 | CMY-2 24 - 1 - F24:A-:B1
HSP046 | CMY-2 1 1 - - F1:A1:B-
HSP074 | DHA-1 29 - 10 - F29:A-:B10
HSP084 | CMY-2 2 6 1 - F2:A6:B1
HSP088 | CMY-2 2 1 1 - F2:A1:B1

HTO07 DHA-1 - - 10 - F-:A-:B10

MTO08 | CMY-2 2 - 1 - F2:A-:B1

MTO17 DHA-1 18 3 37 - F18:A3:B37

MTO025 DHA-1 24 - 37 - F24:A-:B37

VC030 | CMY-2 24 1 - - F24:A1:B-
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La aparicibn de bacterias multirresistentes tanto a nivel hospitalario como

[1617.147 | a resistencia

comunitario se ha convertido en un problema a nivel mundia
adquirida es una de las causas mas frecuentes de multirresistencia. La multirresistencia
no solo limita las opciones terapéuticas sino que también facilita la seleccion y
persistencia de estas bacterias®*'*®. Al ser, en muchos casos, la resistencia transferible,
esta persistencia favorece la posibilidad de dispersion tanto de las bacterias como de los

genes responsables de la resistencia™*®**°.

Los miembros de la familia Enterobacteriaceae son comensales del tracto
intestinal e importantes agentes causales de infecciones oportunistas. Estas bacterias
adquieren con facilidad diversos mecanismos de resistencia a los antibiéticos por
mutaciones en su genoma (resistencia cromosomica) o por transferencia horizontal

(adquirida), entre las que hay que destacar la produccion de betalactamasas™*.

La dramética escalada de la resistencia a betalactamicos entre las enterobacterias
a nivel mundial refleja la emergencia y la amplia diseminacién de las betalactamasas de
espectro extendido (BLEE), ademas de las betalactamasas de tipo AmpC y las
carbapenemasas. Las betalactamasas AmpC son menos prevalentes que las BLEE, pero

en los ultimos afios estan adquiriendo relevancia™’**2,

Desde la primera descripcién de una betalactamasa AmpC adquirida, a finales de

los afios 80%7, se han descrito numerosos ejemplos de AmpCa, principalmente en E. coliy

153-157

K. pneumoniae . Su distribucion es universal, encontrandose tanto en muestras

158-162 163,164 165,166
i)

clinicas, como en animales (domésticos y salvajes) , alimentos y agua

pudiendo actuar estos Gltimos como reservorios ambientales de estas enzimas™®’ .
Diversos estudios ha puesto de manifiesto la presencia de E. coli productora de AmpC
tanto en aislados clinicos como en aislados de carne para consumo. Borjesson et al
describieron una alta prevalencia del plasmido IncK portador de blacwy.. en pollos en
Suecia y una minoria en aislados clinicos humanos; siendo, cominmente, la prevalencia
de betalactamasas AmpC muy baja en Suecia'®. En Holanda se describe mediante
MLST un cluster que contiene un aislado clinico humano y tres aislados de carne de aves

de corral*’.

En Japdn, describen la presencia de E. coli productora de blacuy.. €n
aislados bovinos de la industria lactea'’?. En ese mismo afio, se publica una revision de
seguridad alimentaria sobre los riesgos para la salud si no se controlan estas posibles
transmisiones de alimentos a humanos. Asi mismo, se recomienda la restriccion del uso

de antimicrobianos, principalmente las cefalosporinas, en animales que se utilizan para
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consumo humano'’®. Recientemente, Huijbers et al describen un aumento de la
prevalencia de betalactamasas AmpC debido a un incremento de la transmision entre

pollos y humanos que trabajan o viven en granjas'™.

Debido al frecuente uso de cefalosporinas en el tratamiento de infecciones de E.
coli, es importante conocer la prevalencia de los patrones de AmpC y los mecanismos
responsables (AmpCc o AmpCa). Hoy en dia, en Espafia se disponen de datos limitados

u obsoletos en relacion a la hiperproduccién de AmpC en E. colit”>™"".

En este estudio se han caracterizado las betalactamasas de tipo AmpC
producidas por E. coli aislados de muestras clinicas procedentes de tres hospitales del
area de Barcelona. E. coli presenta una betalactamasa AmpC de codificacion
cromosomica que se expresa a bajo nivel debido a la presencia de un promotor débil y a
un atenuador transcripcional®”’"!"®, Mutaciones en la regién promotora y/o atenuadora
conducen a la resistencia a penicilinas, cefalosporinas, cefamicinas y aztreonam®®7-8%,
La resistencia a cefalosporinas de tercera generacion en E. coli también puede ser
debida a betalactamasas AmpCa (CMY, DHA, ACC, FOX, MOX, ACT, MIR, LAT y
CFE)™*. Por tanto, la resistencia en E. coli productora de AmpC puede resultar de una

hiperexpresién de su AmpCc, por una AmpCa o por la combinacion de ambas®®***"8182,

5.1. Caracteristicas y prevalencia de los aislados de E. coli productores de
una betalactamasa de tipo AmpC

La falta de métodos fenotipicos estandarizados para la deteccion de cepas
productoras de AmpCa, unido al hecho de que estas betalactamasas presentan un patrén
fenotipico indistinguible al de la hiperproduccién de una AmpCc dificulta en gran medida
su deteccion. En los ultimos afios, se han realizado de forma perioddica controles de
calidad en los hospitales espafioles que ponen de manifiesto la poca eficiencia que
presentan en la deteccion de betalactamasas AmpC; haciendo que estos estudios tengan

una gran importancia en la actualizacién de este campo™®.

Solamente EUCAST aporta algunas recomendaciones usando como criterios de
cribado la resistencia a cefoxitina, cefotaxima y/o ceftazidima, seguido de un test de

sinergia con cloxacilina'’® %, Existen otros métodos de detecciéon de betalactamasas
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AmpC como el basado en el uso de &cido borénico'® o los métodos basados en el
estudio de la actividad enziméatica de las betalactamasas como son el test

"% y el AmpC disk test'®’. Estos tests de deteccién de AmpC en E. coli no

tridimensiona
pueden discriminar entre una AmpCa y una hiperproduccion de su AmpCc. Aln asi, la
presencia de halos de inhibicion cortantes indican la produccién de betalactamasas
inducibles o el salto de colonias dentro de los halos de inhibicion de cefalosporinas de
tercera generacion nos permiten intuir que se trata de una betalactamasa adquirida. Los
métodos basados en PCR o microarrays de DNA proporcionan un resultado
confirmatorio. Hoy en dia, la técnica mas usada, y utilizada en este estudio, para

confirmar la presencia de una AmpCa es la PCR disefiada por Pérez-Pérez®.

La prevalencia de las betalactamasas AmpC depende en gran medida del area
geografica, de las especies, y del periodo de estudio, asi como del criterio de seleccion
utilizado. Es por este motivo que la comparacion de los datos de prevalencia entre
estudios es complicada. Aunque la prevalencia de estas enzimas es relativamente baja
alrededor del mundo, en muchos estudios se observa un incremento continuo afio tras
afio de aislados portadores de AmpCa. Este incremento es especialmente importante en
el continente asiatico, debido principalmente al aumento en esta zona de K. pneumoniae
productora de DHA-1'%8'%_ Otros estudios recientes realizados en otros paises, siguen
constatando este aumento. En Canada, la prevalencia se incrementé de 0,7% en 2007 al
2,9% detectado en 2011'®° y en aislados de terneros en Holanda, el porcentaje se dobl6
(6,1-12,6%) entre 1997 y 2010™°. En los ultimos afios también se ha observado un
incremento constante en nuestro centro, en un estudio realizado entre 1999 y 2007, el

porcentaje de E. coli portadora de AmpCa pasoé de 0,04% a 1,12%".

De los resultados de este trabajo se desprende que la prevalencia de
betalactamasas AmpC en E. coli es del 1,1%, superior a la descrita en un trabajo similar
en Noruega donde fue del 0,4% pero inferior a la detectada en Bélgica del 1,4% o a la
recientemente descrita en Iran del 3,3%"''%, Estos datos de prevalencia incluyen tanto
a aislados hiperproductores de AmpCc como a aislados portadores de una AmpCa. Si
desglosamos nuestros resultados, se obtiene que el 0,83% de los aislados de E. coli eran
portadores de una AmpCa, un valor superior al obtenido en un estudio multicéntrico
realizado en Espafia en 2009, en el cual se obtuvo un porcentaje de AmpCa en E. coli del
0,67%"°. Otros estudios mas recientes realizados en Espafia muestran una prevalencia
de AmpCa del 0,5% en La Rioja y Zaragoza y del 1% en Cadiz'***®°. En el afio 2013, se

publicaron estudios en diferentes paises donde se observé una prevalencia superior, en
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Japoén se detecté un 1,7%, en Paquistan un 2,5%, en Canada un 2,9% y en Holanda un
52% de E. coli con AmpCal™**°'%17 E| porcentaje obtenido de aislados
hiperproductores en este estudio fue del 0,28%, ligeramente superior al obtenido en otro
estudio multicéntrico realizado en Espafa en 2010 que fue del 0,23%, si bien en este
estudio se analizaron los mecanismos de resistencia a amoxicilina-acido clavulanico en
E. coliy los criterios de inclusion fueron diferentes'’”’. En 2002, Sabaté et al realizaron un
estudio en nuestro centro en el cual se detecté que un 0,7% de los aislados de E. coli
eran hiperproductores de su AmpCc, y no se detectaron AmpCa'®. A diferencia de los
resultados obtenidos en esta tesis, en el estudio realizado en Bélgica por Bogaerts et al
en 2010, la prevalencia de los aislados portadores de AmpCa fue del 0,16%, dato muy
inferior al de los aislados hiperproductores de su AmpCc que representaron un 1,05% de

los aislados de E. coli analizados®.

En el presente estudio, las caracteristicas clinicas coinciden con estudios
realizados anteriormente por Sidjabat et al. en Estados Unidos en 2009 u otros mas
recientes realizados en Espafia por Rodriguez-Bafio et al. y por Gude et al, en los cuales
la mayoria de las muestras procedian de pacientes de sexo femenino con una edad
superior a los 65 afios y principalmente se trataban de muestras de origen

urinario®+199:200,

Otro estudio reciente realizado en Nepal mostraba un porcentaje
superior de aislados procedentes de pacientes de sexo femenino con una edad media de
49 afios®?, esta diferencia puede ser debida a la esperanza de vida que existe en este
pais, siendo inferior a los 70 afios y superior a los 80 en Espafia y Estados Unidos

(www.who.int).

En nuestra serie, los casos de infeccién por E. coli productor de AmpC fueron
principalmente de origen comunitario o relacionadas con la asistencia sanitaria y, en
menor medida (16,4%) de origen nosocomial. En estudios anteriores, se habia visto
reflejado un aumento de infecciones nosocomiales o relacionadas con los cuidados
sanitarios producidas por E. coli productora de AmpC**>?°*?%_En estudios mas recientes

194204 5o describe

como de Gude et al en Zaragoza o el de Pitout et al en Estados Unidos
un aumento de estas infecciones de origen comunitario, como ocurre en este estudio,

convirtiéndose en un serio riesgo de transmision desde la comunidad al hospital.
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5.2. Distribucion de enzimas AmpCa

En E. coli la primera betalactamasa AmpCa descubierta fue BIL-1, posteriormente
denominada CMY-2 tras una revision de su secuencia®. Esta betalactamasa es la mas
prevalente y ampliamente distribuida en todo el mundo!®+*°® 162 176.179,.181,190.205, " qt,djos
publicados en los ultimos afios, revelan que la prevalencia de la betalactamasa CMY-2 en
E. coli se encuentra entre un 55 y un 95% de todas las AmpCa detectadas, siendo el
valor mas bajo el detectado en Canada (55,7%) y el mas elevado en Japdén (95%),
situandose en Europa alrededor del 80%!%%1/1190:193-196206.207 'En conspnancia con estos
datos, la clase de enzima mas prevalente en este estudio fue CMY, representando un
73,3% de las AmpCa. CMY-2 fue la betalactamasa mayoritaria con un 71,6%, siendo este
porcentaje inferior al encontrado en el estudio multicéntrico realizado por Miré et al**®, en
el cual se observo que un 87,1% de los aislados de E. coli presentaban CMY-2. También
se observaron tres variantes de CMY-2; la CMY-4, que fue descrita por primera vez en un
aislado clinico de P. mirabilis en Tunez y difiere de CMY-2 en una sustitucion
aminoacidica en la posicion 221°%; la CMY-7, descrita en 2002 en un aislado de S.
enterica serovar Typhimurium?; y la CMY-42, descrita en un aislado de E. coli en 2011 y
que difiere en una sustitucion aminoacidica en posicién 231 de la CMY-2?"°. Las dos
primeras han sido también descritas en E. coli, como por ejemplo en un aislado clinico en
Francia que presentaba la betalactamasa CMY-4 y una pérdida de porinas provocando
una resistencia a carbapenémicos o la CMY-7 en un aislado clinico en Noruega y en otro

perteneciente al estudio multicéntrico espafiol realizado por Miré et al**®!81:211,

La otra betalactamasa AmpCa encontrada en este estudio fue DHA-1. La primera
betalactamasa DHA-1 descrita fue aislada en 1992 en S. enterica serovar Enteritidis y
aunque se ha encontrado en una gran variedad de enterobacterias, esta AmpCa se
encuentra intimamente ligada a aislados de Klebsiella spp., especialmente K.
pneumoniae. El aumento de cepas productoras de DHA-1 se ha visto especialmente
reflejado en el continente asiatico, principalmente por la emergencia de cepas de K.
pneumoniae portadoras de DHA-1, convirtiéndose en la AmpCa mas prevalente y de

189,212,213

mayor importancia clinica en esta zona . En un estudio reciente realizado en

214
1

Egipto, se observé una prevalencia del 10% de E. coli portadores de DHA-1°", pero en

muchos otros estudios realizados en diferentes paises la prevalencia es igual o inferior al

5%193,215—217 157,171,181,191,192,218

0 no se detecta ningun caso . En Espafa, hay estudios
recientes como el Oteo et al en el que describen una prevalencia del 4,3%, el de Gude et

al que observaron un 5% o el de Mir6 et al en el cual un 8,1% de aislados de E. coli son
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portadores de DHA-1%1""1% En este estudio, la betalactamasa DHA-1 se encontré en el
26,7% de los aislados portadores de AmpCa, lo que refleja un incremento de la presencia

de esta betalactamasa en E. coli con respecto a estudios previos.

En estudios anteriores realizados en nuestro pais, se detectaron aislados de E.
coli portadores de betalactamasas de tipo ACC o FOX, aunque en una proporcion muy
baja. Mata et al describen dos aislados de E. coli portadores de ACC-1 en un estudio
realizado entre 1999 y 2007; Mir6 et al en 2009 describen cuatro aislados portadores de
ACC-1, uno de los cuales también era portador de FOX, y describen, ademas, un aislado
portador de FOX-3 y dos de FOX-8'°>'*%#% Con respecto a la betalactamasa de tipo
MOX, solamente se ha descrito en E. coli en paises como India y Turquia®™’?%°. En este

trabajo no se detect6 ninguna de estas tres betalactamasas.

La coexistencia en un mismo aislado de BLEE y AmpCa esta dejando de ser un
hallazgo excepcional en el laboratorio clinico, lo que probablemente se relaciona con una
creciente incidencia de ambos tipos de betalactamasas. En 2008, Li et al realizaron un
estudio en un hospital chino en el cual describieron una coexistencia muy alta de BLEE y
AmpCa, un 100% de los aislados de E. coli productor de AmpCa eran también portadores
de una betalactamasa de tipo TEM, un 68,5% de una de tipo SHV y un 53,7% de una de
tipo CTX-M#!. En 2012, Shahied et al describieron que un 100% de los aislados
portadores de CIT en la India eran coproductores de las betalactamasas de tipo SHV y
CTX-M??2, En otro estudio reciente realizado también en la India, el 89% de los aislados
eran coproductores de ambas betalactamasas®®. En un estudio reciente realizado en
Irdn, un 39,3% de los aislados presentaban simultdneamente AmpCa y BLEE, de las
cuales un 13,3% eran de tipo CTX-M*“. En estudios realizados en regiones geogréficas
mas cercanas como el realizado por Jorgensen et al en 2010 en Dinamarca, se observé
gue todos los aislados de E. coli productores de CMY-2 presentaban ademas una
betalactamasa TEM-1, pero no se encontraron betalactamasas de tipo CTX-M o SHV**,
Por el contrario, en el estudio reciente de Freitas et al realizado en Portugal, no
encontraron ningun aislado productor de CMY-2 que coprodujese una BLEE; en cambio,
los dos Unicos casos de E. coli productora de DHA-1 iban acompafiados de CTX-M-32 y
SHV-12, respectivamente?®. En Espafia, el estudio de Galan-Sanchez realizado en Cadiz
demostré que un 8,9% de los aislados presentaban ambos tipos de betalactamasas'®®.
En el presente estudio se observé un resultado ligeramente superior al descrito por
Galan-Sanchez, siendo un 11,7% de los aislados productores de AmpCa y BLEE. Esta

Gltima situacion se convierte en mas compleja y problematica, ya que tal y como se ha
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descrito previamente, ambas betalactamasas podrian estar codificadas en un mismo

plasmido?®®.

5.3. Mecanismos implicados en la hiperproduccién del gen ampC

cromosomico y su correlacion con el incremento de su expresion.

Desde que a principios de la década de los 80 Jaurin et al describieron los

77,78,78
, Se

elementos genéticos que intervenian en la regulacion del gen ampC de E. coli
han publicado diferentes mecanismos implicados en la hiperexpresién de este gen. Se
han descrito como mecanismos mas frecuentes, sustituciones nucleotidicas en las
regiones -35 y -10, insercion de un nucleétido entre ambas regiones, inserciéon de la
ISEc10 y deleccién de 30 nucleétidos en la region atenuadora®”***'%!, Para detectar la
presencia de estos mecanismos, se amplifica mediante PCR la regién
promotora/atenuadora del gen ampC, se han descrito diferentes iniciadores para dicha
amplificacion®’#2%2%
a.|217

, pero en este estudio se utilizaron los descritos por Haldorsen et
. El analisis del incremento de expresion del gen se lleva a cabo mediante la
deteccion de la expresién de RNAm con una PCR a tiempo real'® y el célculo de la

expresion mediante el modelo matematico descrito por Pfaffl et al*®’.

En los aislados hiperproductores analizados en este estudio, se detectaron tres
patrones diferentes de mutaciones, siendo uno de ellos mayoritario (65%) con
mutaciones en las posiciones: -88, -82, -42, -18, -1, +58 y +81. Las mutaciones que

179-181,228,229,231 H
, siendo la

presenta este perfil han sido descritas en humerosas ocasiones
transicion de C->T en la posicién -42 la mas comdn. Esta mutacion crea un hexamero
con perfecta homologia a la secuencia consenso -35 (TTGACA) reconocida por la RNA
polimerasa de E. coli. El cambio G>A en la posicién -18 genera un hexamero consenso
(TATCGT) que esta separado por 17 pares de bases del hexamero -35, creando un
promotor fuerte en la regién reguladora de ampC?*?. Se considera que la distancia de 17
pares de bases también tiene un papel importante en la fuerza del promotor, ya que
constituye la distancia 6ptima para la transcripcion del gen?**%*, Ya en 1999, Nelson et al
especulaban sobre la influencia de las mutaciones en posiciones -1 y +58 en la pausa de
la RNA polimerasa, que junto a la fuerte union del ribosoma, previene la formacion de la
horquilla y por tanto, facilitan la transcripcién®®. En el estudio realizado por Bogaerts et al

en 2010, todos los aislados hiperproductores presentaban este perfil de mutaciones, y
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algunos de ellos también incluian mutaciones en el atenuador'®. En los estudios previos
de Mulvey et al y Haldorsen et al, este perfil de mutaciones también se encontré como el
mayoritario*’**®!, Por el contrario, Jorgensen et al observaron solamente un 33% de los
aislados con este perfil de mutaciones, encontrando entre los aislados hiperproductores
una mayor diversidad de patrones de mutaciones; estos aislados presentaban una
disminucién moderada de sensibilidad a cefalosporinas®. El rango de incremento de
expresion del gen con este perfil de mutaciones fue muy amplio en el trabajo realizado
por Haldorsen et al [27,2-380,2]**, lo mismo que nos encontramos en este estudio [5,11-

338,23] con un incremento medio de 72,5.

El segundo perfil de mutaciones presenté en comin una mutacion en la posicién -
28 y una insercion entre las posiciones -15 y -14, que creaba un nuevo promotor; o, entre
-20 y -19, que incrementa a 17 pb la distancia de la regién espaciadora. La mutacién en
la posicion -28 parece contribuir de forma insignificante a la hiperexpresion del gen®.
Mutaciones entre las posiciones -10 y -35 fueron descritas por Siu et al en 2003 por
provocar el fallo terapéutico en dos pacientes en Taiwan, a los cuales se les estaba
tratando con oximinocefalosporinas®**. En cambio, Jorgensen et al describieron en cinco
aislados que la insercién entre las posiciones -21 y -13 provocaba una disminucion
moderada de la sensibilidad a las cefalosporinas®. Los aislados de este grupo

presentaron un incremento medio de expresion de 19,9.

Por ultimo, nos encontramos con un tercer perfil que incluyen mutaciones en la
region atenuadora. Estas mutaciones parecen estar implicadas en la desestabilizacion de
la estructura en forma de horquilla que permite el incremento de los niveles de
transcripcion®’®. Aln asi, se ha visto que estas mutaciones por si mismas, provocan un
aumento insignificante de la expresion de ampC*®°, tal y como podemos observar en
nuestras cepas, cuyo incremento medio de la expresion es de 5,8. En cambio, se han
descrito cambios significativos en la expresién y aumento de resistencia a cefalosporinas
cuando estas mutaciones en la regién atenuadora van acompafiadas de otras
mutaciones. Caroff et al en 1999 describieron que la mutacion en posicion +24 de la
region atenuadora, cuando va acompafiada de una mutacion en posicion -32 de la region
promotora, incrementaba la resistencia a cefoxitina y a ceftazidima; en cambio, cuando la
mutacion en posicion +24 se encontraba sola se incrementaba la resistencia a cefoxitina
pero no a ceftazidima®. La deleccién del atenuador acompafiada de mutaciones en las
posiciones -32 y -11 y de la insercion entre -20 y -21 provocaba un incremento de la

expresion de 140 en el aislado de E. coli N99-001 descrito por Tracz et al®.
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Las mutaciones en las posiciones -32 y -11, citadas anteriormente, se localizan en
el promotor salvaje, la primera es una sustitucion T>A y la segunda C>T™°, Estas han
sido descritas en diferentes estudios como mutaciones bastante prevalentes y que
provocan un incremento significativo de la expresiéon del gen ampC asi como una elevada
resistencia a las cefalosporinas®®13+1/9180.191.229 'En nyestro estudio no se encontrd ningdn

aislado que presentase estas mutaciones.

En 2005, Mulvey et al estudiaron el patron de mutaciones en el promotor del gen
ampC de aislados portadores de CMY-2. De los 25 aislados con CMY-2, solamente siete
presentaban el tipo de promotor salvaje. Todos los aislados con AmpCa e
hiperproductores presentaban el perfil de mutaciones que incluye la mutacion -42'°. Por
el contrario, Jorgensen et al no detectaron mutaciones implicadas en la hiperproduccion
del gen en los aislados portadores de AmpCa*®. En nuestro estudio, el anélisis génico y
de expresion del gen ampC en 17 aislados portadores de una AmpCa, indic6 una
hiperproduccion de su gen cromosdémico en un 23,5% de estos aislados. Este resultado
es superior al descrito en el trabajo de Oteo et al, en el cual un 6,6% de los aislados
portadores de CMY-2 hiperproducian su AmpCc'™. No obstante, seria necesario analizar
todos los aislados con AmpCa para poder realizar una comparaciéon correcta. Todos
estos aislados compartian el mismo perfil de mutaciones del primer grupo de aislados
hiperproductores, confirmando la conservacion de estas mutaciones en aislados

hiperproductores.

Al igual que ocurre con los aislados de E. coli productores de AmpCa, los
hiperproductores de su AmpCc también pueden coproducir una BLEE. Jorgensen et al
describen en 2010 que tres aislados con mutacién en la posicién -28 también presentan
una betalactamasa de tipo CTX-M™". En el estudio recientemente publicado de Hansen
et al, se describe que un 32,3% de los productores de BLEE también presentaban
mutaciones en el promotor del gen ampC, principalmente formando un promotor
alternativo desplazado®®. En nuestro estudio se obtuvo que un 30% de los aislados
hiperproductores de su AmpCc presentaban una BLEE, siendo un resultado similar al
obtenido por Hansen et al, encontrando estas betalactamasas en aislados con cualquiera

de los tres perfiles de mutaciones descritos anteriormente.
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5.4. Resistencia antimicrobiana

El estudio de la sensibilidad a los antimicrobianos revel6 diferencias significativas
en los porcentajes de resistencia a cefotaxima y a ceftazidima entre aislados portadores
de AmpCa vy aislados con hiperproduccién de AmpCc. Este hecho se ha observado en un

24 Ademas, el andlisis estadistico indico

estudio previo pero no fue considerado relevante
una tendencia de la poblacion de cepas portadoras de una AmpCa a ser menos sensibles
a cefotaxima y/o ceftazidima que las cepas hiperproductoras (p<0,001). Aln asi, no se
puede considerar un criterio de deteccién, ya que probablemente habria que analizarlo en
un mayor numero de aislados, con diferentes AmpCa y en diferentes especies que

presenten una AmpCc.

Los aislados productores de betalactamasas AmpC son también con frecuencia
resistentes a otros antimicrobianos como cotrimoxazol, quinolonas y aminoglucésidos. A
menudo estas corresistencias son debidas a una asociacion en el mismo plasmido de los
diferentes determinantes de resistencia, lo que complica el tratamiento de la infeccion®®®.
Asi, por ejemplo, Bartolaia et al describieron recientemente plasmidos IncA/C portadores

de blacwy-» que cotransfieren resistencia a tetraciclinas y algunos Incl1 a cotrimoxazol*®.

Al comparar los porcentajes de resistencia observados de todos los aislados de E.
coli no seleccionados en el HSCiSP durante el mismo periodo®®*, se observaron
incrementos significativos en varios antimicrobianos. Las diferencias mas remarcables
fueron para el cotrimoxazol (44% en este estudio vs 35,7% en aislados no seleccionados;
p=0,001), acido nalidixico (79% vs 52,6%; p<0,001) y criprofloxacino (57,5% vs 39,3%).
El porcentaje de aislados no sensibles a cotrimoxazol en E. coli productor de AmpC es

197 'en Canada se incrementa

muy variable alrededor del mundo; en Paquistan es del 18%
hasta el 34%'°, y en el estudio multicéntrico espafiol realizado por Miré et al del
62,7%"°. En estudios de Nepal y Portugal se describen valores de aproximadamente un
80%, pero hay que tener en cuenta que estos datos incluyen aislados de otras
enterobacterias®*?*°, Con respecto a ciprofloxacino, los valores se sitian, entre un 65 y

un 80% en diferentes paises™®!*+?°12%: en cambio, en Canadé se describe un 38,3% y

en Paquistan un 18,8%"%°%".

En relacion a los aminoglucdsidos, la tasa mas elevada de resistencia
correspondi6é a estreptomicina (62%), seguida de kanamicina (25%), tobramicina (22%),

gentamicina (17%), netilmicina (6,2%) y amikacina (4,5%). Estas tasas fueron similares a
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las observadas en HSCiSP en aislados de E. coli en 2006%*’. La mayor discrepancia
correspondi6 a estreptomicina, con 90,2% de resistencia en el total del E. coli del estudio
anterior®®” y un 62% en este trabajo (p<0,001). Si bien la resistencia a amikacina es baja
en ambos estudios, se observé un incremento significativo de la resistencia en el
presente estudio (4,5% vs 0,7%) (p<0,001). Cabe destacar valores de resistencia
superiores al 80% a estreptomicina, tobramicina y gentamicina reflejados en el estudio de
Freitas et al en Portugal®®, asi como el 18,8% a amikacina en un estudio de Nepal o el
33,3% de Paquistan de los aislados de E. coli productores de AmpC*"?®, No se
encontraron diferencias significativas entre los aislados portadores de AmpCa y los

hiperproductores de AmpCec.

5.5. Relacion de grupos filogenéticos en los aislados de E. coli productores
de AmpC.

E. coli ha divergido formando diferentes grupos filogenéticos, siendo el grupo B2 y
en minoria el grupo D, los que abarcan generalmente a los aislados patdgenos
extraintestinales de E. coli (EXPEC). La virulencia de estos aislados de E. coli se debe a
que presentan un mayor numero de factores de virulencia, los cuales pueden ir asociados
a determinantes de resistencia en un mismo plasmido, como es el caso del clon
epidémico de E. coli ST131%*, En este trabajo se analizaron los grupos filogenéticos para
conocer la filogenia de los aislados y si se cumple lo descrito anteriormente en relacion a
la virulencia de E. coli productora de AmpC. Clermont et al en el afio 2000, describieron
un método rapido y sencillo basado en una PCR multiple para detectar los principales

grupos filogenéticos (A, B1, B2 y D)™

, pero la deteccion de incongruencias en los
resultados y la falta de especificidad hicieron que otros grupos desarrollaran PCRs
alternativas'®**'. En el afio 2013, Clermont et al modificaron su técnica anterior para
mejorar la especificidad y detectar otros grupos filogenéticos (A, B1, B2, C, D, E y F)*3;
por lo que ésta fue la técnica con la cual se obtuvieron los resultados finales de este

estudio.

En estudios previos, los grupos filogenéticos considerados virulentos (B2 y D), se
han relacionado con E. coli portadora de una AmpCa. En Estados Unidos y en Noruega
se describi6 que mas de un 90% de los aislados de E. coli productores de CMY-2

199,217
D 99,

pertenecian a los grupos filogenéticos B2 y . Oteo et al observé una fuerte
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asociacion entre la betalactamasa CMY-2 y el grupo filogenético D*’®, al igual que se
describe en un estudio reciente realizado por Sidjabat et al**°. Hansen et al describieron
recientemente que la mayoria de los aislados estudiados pertenecian al grupo B2?'%. A
pesar de que la mayoria de los estudios relacionan las AmpCa con los grupos
filogenéticos mas virulentos, existen estudios que obtienen resultados diferentes, siendo
el grupo filogenético B1 el mayoritario, seguido del grupo D en estudios realizados en
Francia y en Espafia’®??. En un estudio reciente en el sur de la India, el 65% de los
aislados con una AmpCa pertenecian a los grupos filogenéticos A o B1%%, lo mismo que
ocurria en el estudio de Corvec et al en 2010 cuyos aislados portadores de CMY-2

pertenecian al grupo A%%,

En nuestro estudio, se analizaron los grupos filogenéticos seguin el método de
Clermont del afio 2000'*. Posteriormente, se actualizaron los resultados obtenidos con
una version revisada de dicho método, el cual incluye nuevos grupos filogenéticos (C, E y
F). Asi, hemos detectado que un 63% de los aislados portadores de una AmpCa
pertenecian a los grupos mas virulentos (B2, D, E o F), corroborando lo descrito
anteriormente en los estudios citados, lo que podria hacer sospechar que los factores de

virulencia que presentan se encuentren en el mismo plasmido que la betalactamasa.

En el caso de los aislados hiperproductores, en estudios previos se asociaron a
los grupos filogenéticos menos virulentos (A y B1)¥%#18240241 En 2007, Corvec et al
describieron una fuerte asociacién entre AmpCc y el grupo A?*!; en 2010, Bogaerts et al
observaron que el 92% de los aislados con AmpCc pertenecian al grupo A, seguido del
B1'2. En cambio, en un estudio posterior de Corvec et al diferenciaban las AmpCc segun
su perfil de mutaciones en el promotor y su grupo filogenético®®®. Al igual que en este
ultimo estudio de Corvec et al, en nuestro estudio se encontré que existian diferencias
segun el perfil de mutaciones que presentaban. Un 82% de los aislados hiperproductores
que compartian la mutacién -42 pertenecian a los filogrupos menos virulentos (A, B1 o
C). Todos los aislados hiperproductores con la region espaciadora modificada y un 67%
de aquellos con la region atenuadora modificada, pertenecian a los filogrupos mas
virulentos (B2, D o F). Asi, al contrario de lo que se describia en los primeros estudios,
los aislados hiperproductores con la mutacion -42 se pueden asociar a filogrupos menos
virulentos, mientras que los hiperproductores con otras mutaciones se relacionan

principalmente con los grupos virulentos.
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5.6. Prevalencia de los determinantes PMQR en aislados de E. coli

productores de AmpC

El principal mecanismo de resistencia a quinolonas involucra la acumulaciéon de
mutaciones en los genes que codifican las enzimas DNA girasa y DNA topoisomerasa V.
El descubrimiento del determinante gnr en 1998, y la consecuente aparicion de otros
determinantes PMQR (aac(6)-lb-cr, gepA, OgxAB) también han contribuido a la
emergencia de la resistencia a quinolonas. Estos genes presentan una amplia
distribucion geografica aunque no se conoce su prevalencia real debido a las dificultades
de su deteccion fenotipica. La importancia de estos mecanismos es que aunque causan
resistencia de bajo nivel, contribuyen a la seleccion de otros mecanismos de

resistencia®*.

En este estudio se detectaron mediante PCR determinantes PMQR en el 30% de
los aislados con AmpCa, de los cuales un 69% eran portadores del gen gnrB4 vy, a su
vez, presentaban el gen blapya-;. La asociacion entre estos dos genes se ha descrito
principalmente en K. pneumoniae®*2*, En 2011 Mata et al. detallaron la organizacion
genética del plasmido L/M portador de blapua.1 Yy qnrB4 en aislados clinicos de E.
coli®®*?¥. Los estudios en los que se detectan aislados de E. coli portadores de ambos
genes son escasos. En un estudio realizado en China en 2010, cuyo objetivo era analizar
la prevalencia de los determinantes PMQR en aislados clinicos de E. coli productores de
BLEE o AmpC, solamente se detectaron dos aislados que presentaban conjuntamente
DHA-1 y gnrB4°°. Con el mismo objetivo que este Gltimo estudio, se realizé otro en
Corea en el que solamente se detecté un aislado de E. coli que compartia ambos
genes®®,

El 11% de aislados eran portadores de la acetiltransferasa aac(6’)-lb-cr; este
resultado difiere de lo descrito en trabajos anteriores, en los cuales este determinante era
mas prevalerte. En 2006, Park et al analizaron la presencia de PMQR en aislados clinicos
de enterobacterias con sensibilidad reducida a ceftazidima y observaron que, el 24% de
los aislados de E. coli presentaban aac(6’)-1b-cr®>!. En otro estudio realizado en Holanda
donde analizaban la presencia de PMQR en aislados con sensibilidad reducida a C2G,
C3G y ciprofloxacino, aac(6’)-Ib-cr fue el determinante de resistencia a quinolonas mas
prevalente en E. coli, la mayoria de estos aislados eran portadores de CTX-M-15%%%. En
otro estudio realizado en Espafa donde se analizaron enterobacterias portadoras de

BLEE, el 24,8% de los aislados de E. coli presentaban dicho determinante®?
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El porcentaje restante se dividia entre gnrS1 y gnrB19, el primero se encontrd en
la misma proporcion en aislados portadores de blacuy.> y blapsa-1, ¥ €l segundo
solamente en los que portaban blacuy-2. En muchos estudios gnrS1 se detecta en

EX0.253254. an cambio, se ha descrito una alta

aislados de E. coli portadores de BLE
asociacion entre qnrS1 y blacwy.2 €n un estudio realizado en Estados Unidos en aislados
de animales de compafia®®. Estudios realizados en diferentes paises han descrito la
presencia de qnrB19 en E. coli, aunque no se han encontrado datos de asociacion entre
255-257

gnrB19 y AmpCa

No se detectd ningun aislado portador del gen gepA, hecho que coincide con lo
descrito en la literatura y con la practica ausencia de este determinante. Se han
encontrado casos aislados portadores del gen gepA en Francia, Canada y Argentina®®
250 El nimero de aislados portadores de gepA es mayor en estudios realizados en Asia,
aunque la prevalencia no llega al 1%°*%2, En todos estos estudios gepA se encontré en

E. coli portador de BLEE.

En el caso de los aislados hiperproductores, al contrario de lo que ocurria con los
portadores de AmpCa, no se detecté ningin gen gnrB. Se detectaron cinco aislados
portadores de aac(6’)-Ib-cr y uno de gnrS1. Todos ellos pertenecian al segundo grupo de

aislados hiperproductores con una region espaciadora modificada.

5.7. Plasmidos implicados en la diseminacion de las betalactamasas de tipo
AmpC

Como los plasmidos son el principal vehiculo para la difusiébn de una gran
variedad de genes de resistencia, su estudio es critico para comprender el incremento de
la resistencia antimicrobiana a nivel mundial. La técnica usada comUnmente para la
caracterizacion de plasmidos es la PCR basada en el tipaje del replicon (PBRT-plasmid

based replicon typing) descrita por Carattoli et al en 2005,

En estudios realizados en afios anteriores, tanto en nuestro centro como en otros,
el gen blacwy.. fue descrito de forma mayoritaria en plasmidos IncA/C'®5%%%2%3 En un
estudio reciente realizado con aislados de alimentos en China se describe una alta

asociacion entre los plasmidos IncA/C y este gen®®*. No obstante, los estudios publicados
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recientemente indican un cambio de tendencia ya que la asociacién entre el gen blacwy-2
y los plasmidos Incll se esta convirtiendo en mayoritaria, con prevalencias superiores al
50% Y, en ciertos casos, cercanas al 100%'%1102217:239265 En | trabajo de Bartolaia et al
describen que un 13% de los genes blacuy., detectados se encuentran en plasmidos
IncA/C, siendo el segundo tipo prevalente tras los Incl1'®?. En este estudio se observé
que en los plasmidos portadores del gen blacmyipo, INCI1 fue el replicbn méas prevalente
(44%), seguido de IncK (33,9%), siendo estos resultados concordantes con lo descrito
previamente, en los cuales blacyy.. también se encuentra principalmente en plasmidos
Incll. Otros estudios como el de Borjesson et al describen los genes blacwy-2 €n
plasmidos Inck'”, mientras que Voets et al en su estudio realizado en Holanda observa

que un 47% son plasmidos Incll y un 42% Inck*".

Con respecto al gen blapyas, Se asocia principalmente a plasmidos Inc
L/M61162226263 'En aste estudio, los plasmidos portadores del gen blapya: correspondian

a variantes de la familia de IncF (65%).

Estos resultados nos sugieren un cambio de tendencia en los plasmidos que
contribuyen a la difusion de las betalactamasas AmpCa. Tanto los plasmidos de la familia
Incll como los de la familia IncF codifican factores de virulencia por lo que la asociacién

de éstos con determinantes de resistencia podria facilitar su difusion®>4¢2%,

El tamafio de los plasmidos se determiné mediante PFGE-S1, mostrando un
tamafio entre 95 y 140 pares de bases, valores similares a los descritos por Mata et al*®.
El tamafio del plasmido IncY portador del gen blacwy.; no pudo ser determinado por S1-
PFGE, pudiendo encontrarse este gen localizado en nuestro aislado en un plasmido muy
grande o en el cromosoma. Contrario a esto, en la bibliografia se describe el plasmido
portador de este gen con un tamafio de aproximadamente 93kb, pero no se especifica el

replicon del mismo™®°.

Otra técnica utilizada en los ultimos afios para la tipificacién de plasmidos es la
basada en la caracterizacién de la regibn MOB que codifica la relaxasa de estos
elementos. En el estudio previo de Mata et al, la comparacion de ambas técnicas indico
una alta correlacién entre PBRT Yy la tipificacion de la relaxasa, aunque esta ultima no
permitié tipificar varios plasmidos debido a la ausencia de relaxasa o a que hay pocos

plasmidos descritos con mas de una relaxasa®®.
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La epidemiologia molecular de los plasmidos portadores de los genes blaampca
permite entender el éxito de la diseminacion de estos elementos mdviles, ya que ésta es
proporcional al aumento de la prevalencia de clones bacterianos con genes de
resistencia®®®. Se ha desarrollado la técnica de plasmid multilocus sequence typing

N145,146,267,268; en este

(pPMLST) para plasmidos de los grupos Incll, IncHI2, IncF e Inc
estudio se analizan solamente los de grupo Incll e IncF ante la ausencia de los otros dos
grupos. Para el andlisis de las secuencias obtenidas mediante pMLST se desarrollaron
dos herramientas informéticas; se tratan de dos bases de datos (PlasmidFinder y pMLST

Web) que permiten la rapida identificacion de los plasmidos en enterobacterias®®.

Dentro de los plasmidos Incll, el que nos encontramos en mayor namero fue el
Incl1/ST12. Este plasmido ha sido relacionado con plasmidos portadores de blacyy.. en

aislados clinicos de S. enterica y E. coli*®%%42%,

En este estudio se describen por primera vez dos cepas portadoras de un
plasmido Incl1/ST134; y también se observa uno Incll/ST26, uno Incll/ST55 y uno
Incl1/ST94. Se ha descrito Incl1/ST26 asociado a blacyy-2 €n Inglaterra y Estados Unidos,
tanto en Salmonella spp. como en E. coli®®® y en Taiwan Incl1/ST55 e Incl1/ST94 en

Salmonella y en E. coli, respectivamente (http://pubmist.org/plasmid/). Con respecto a los

replicones IncF, cada uno correspondia a una variante diferente (F-:A-:B10; F1:A1:B-;
F2:A-:B1; F2:A1:B1; F2:A6:B1; F18:A3:B37; F24:A-Bl; F24:A-:B37; F24:A1:B-; F29:A-
:B10). Estos resultados parecen indicar una gran diversidad genética entre los plasmidos
portadores de blaampca. Bartolaia et al describieron 12 STs diferentes en 31 plasmidos
portadores de blacwy.> en E. coli, lo que parece implicar también un alta diversidad de
estos plasmidos. Estos autores describieron este hecho como una posible ventaja
adaptativa de los microorganismos para difundir facilmente estos determinantes de

resistencia, como consecuencia de un uso abusivo de antibiéticos betalactamicos*®2.
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CONCLUSIONES

1. La prevalencia global de E. coli productor de AmpC durante el periodo de Junio de
2010 a Noviembre de 2011 en el area estudiada de la provincia de Barcelona fue del
1,1%.

2. Se observo una gran diversidad clonal entre las cepas de E. coli productoras de

AmpC, exceptuando pequefios clusters.

3. Laproduccién de AmpC adquiridas fue el mecanismo mas prevalente (75%).

4. La enzima AmpC adquirida detectada con mayor frecuencia fue CMY-2, seguida de
DHA-1. Las otras enzimas encontradas fueron CMY-4, CMY-7 y CMY-42.

5. El mecanismo principal de hiperproduccion de AmpC cromosémica fue un promotor
alternativo desplazado producido por un perfil de mutaciones altamente conservado.
La insercién de un nucleétido creando una regién espaciadora modificada fue el
segundo mecanismo de hiperproduccion. EI mecanismo minoritario correspondié a

mutaciones en la regién atenuadora.

6. Los aislados con un promotor alternativo desplazado presentaron el mayor
incremento medio de expresion del gen ampC, 72,5 veces con respecto al nivel
basal. Los aislados con un promotor con la regién espaciadora o atenuadora

modificada presentaron un incremento medio de 19,9 y 5,8, respectivamente.

7. Se observaron elevados porcentajes de resistencia a acido nalidixico, ciprofloxacino,
cotrimoxazol y estreptomicina de 79%, 57,5%, 44% y 62%, respectivamente. No se
encontraron diferencias significativas entre aislados productores de AmpC adquiridas

e hiperproductores de AmpC cromosomica.

8. Un 60% de los aislados con AmpC adquiridas pertenecian a los grupos filogenéticos
B2,D,EoF.

9. Se encontré variabilidad en los grupos filogenéticos a los que pertenecian los
aislados hiperproductores de su AmpC cromosémica. Un 82% de estos aislados con

un promotor alternativo desplazado pertenecian a los grupos A, B1 o C. Todos los
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aislados con la region atenuadora modificada y un 67% de los aislados con la region

espaciadora modificada pertenecian a los grupos B2, D, Eo F.

Se detectaron determinantes PMQR en el 30% de los aislados con AmpC adquiridas
y en el 11% de los hiperproductores de AmpC cromosémica. EI PMQR mayoritario en
AmpC adquiridas fue qgnrB4 (69%), siempre asociado a DHA-1, también se
detectaron los determinantes gnrS1 y gnrB19. Entre los aislados hiperproductores se

detectaron los determinantes aac(6’)-1b-cr y gnrS1.

Los plasmidos portadores de blacuy., mas prevalentes pertenecian al grupo Incll/ly,
seguido del grupo IncK. Los plasmidos portadores de blapsa: correspondian

principalmente (65%) a variantes de la familia IncF.

Se encontré gran variabilidad plasmidica. El plasmido Incll se observo de forma
mayoritaria asociado a la secuencia tipo Incll/ST12. También se encontraron
Incll/ST26, Incll-ST55, Incll/ST94 e Incll/ST134, siendo este Ultimo descrito por
primera vez en este estudio. De los plasmidos pertenecientes a variantes de la

familia IncF, cada uno correspondia a una secuencia tipo diferente.
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CONCLUSIONS

1. The overall prevalence of AmpC-producing E.coli was 1.1% in the area under study
from June 2010 to November 2011.

2. Except for small clusters, there was large clonal diversity among the AmpC-producing

E. coli isolates.

3. The production of acquired AmpC enzymes was the most prevalent mechanism

(present in 75% of isolates).

4. CMY-2 was the most predominant acquired AmpC enzyme, followed by DHA-1. Other
AmpC enzymes detected were CMY-4, CMY-7 and CMY-42.

5. The main mechanism of chromosomal AmpC overproduction was an alternate
displaced promoter caused by a highly preserved mutational pattern. The second
mechanism of overproduction was a modified spacer region created by the insertion
of a single nucleotide. Mutations in the attenuator region were the less predominant

mechanism.

6. The isolates with an alternate displaced promoter had the largest average increment
in the ampC gene expression (72.5 fold). The isolates with a modified spacer region
in the promoter or a modified attenuator had an average increase in expression of

19.9 and 5.8, respectively.

7. The percentage of resistance to nalidixic acid, ciprofloxacin, trimethoprim-
sulfamethoxazole and streptomycin was 79%, 57.5%, 44% y 62%, respectively. No
significant differences were detected between acquired AmpC isolates and

chromosomal AmpC overproducers.

8. Of all acquired AmpC isolates, 60% belonged to the phylogenetic groups B2, D, E
and F.

9. Analysis of the phylogenetic groups showed variability within chromosomal AmpC
overproducers. Among them, 82% of the isolates bearing a displaced promoter
belonged to groups A, B1 and C. All the isolates with modified attenuator regions and

67% of the isolates with modified spacer regions belonged to groups B2, D, E and F.

10. Plasmid-mediated quinolone resistance determinants (PMQR) were detected in 30%
of acquired AmpC isolates and 11% of chromosomal AmpC overproducers. Among
acquired AmpC isolates, the most predominant PMQR was gnrB4 (69%), which was

always present in blapya; carriers; other determinants detected were gnrS1 and
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gnrB19. Among chromosomal AmpC overproducers, the predominant PMQR was

aac(6’)-Ib-cr.

Incll/ly was the most prevalent plasmid carrying blacwy-z, followed by IncK. IncF

plasmid variants were the predominant plasmids carrying blappa-1 (65%).

There was a large genetic variability in plasmids. Incll was mainly associated with the
sequence type Incll/ST12. Other sequence types belonging to the same
incompatibility group were Incl1/ST26, Incl1/ST55, Incl1/ST94 and Incll/ST134, the
latter being first described in this study. Regarding IncF, each plasmid corresponded

to a different sequence type.
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