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Resumen/Summary

RESUMEN

Las betalactamasas de espectro extendido (BLEE) descritas frecuentemente en Escherichia
coli, Klebsiella pnenmoniae y en menor medida en otras enterobacterias, confieren resistencia a
cefalosporinas  de espectro extendido (cefotaxima, ceftazidima y cefepima) vy
monobactamicos, y constituyen un grupo heterogéneo de enzimas. En un inicio, la
descripcion de BLEE abarcaba en su mayoria brotes hospitalarios que frecuentemente
implicaban K. pneumoniae y BLEE derivadas de SHV-1 o de TEM-1. En los tltimos afios se
ha detectado el incremento de las BLEE de tipo CTX-M. Su difusién en bacterias de la
misma o de diferente especie se ha asociado a ciertos elementos genéticos como las
secuencias de insercion, los transposones y los plasmidos. Aunque con menor frecuencia,
también se ha descrito la dispersion clonal de cepas productoras de este tipo de BLEE

como por ejemplo las cepas productoras de CTX-M-15.

El incremento en la prevalencia de microorganismos con BLEE ha sido descrito por
diferentes autores, tanto en el ambito nacional como internacional. El Sistema Europeo de
Vigilancia de Resistencias a Antimicrobianos en patégenos invasores (EARSS) observé que
la resistencia a cefalosporinas de tercera generacion asociada a la producciéon de BLEE en
E. coli aumenté en casi todos los paises europeos incluidos en el estudio; concretamente en
Espafia aumenté del 1,6% al 4,1% en el periodo 2001-2003. Ademas, un estudio
multicéntrico realizado en Espana durante el afio 2000 (proyecto GEIH-BLEE 2000) para
determinar la prevalencia de E. c/i y K. pnenmoniae portadores de BLEE en 40 hospitales
espafioles, constaté que en E. co/i las BLEE CTX-M-9, CTX-M-14 y SHV-12 constitufan el
70% de las enzimas detectadas, en cambio, en K. preumoniae mas del 50% fueron del tipo

TEM.

En los ultimos afios, son muchos los hospitales espafioles que han observado un cambio en
la prevalencia de las diferentes enzimas detectadas en E. co/i y K. pnenmoniae. Es por esto que
en la “Red Espafiola para la Investigaciéon en Patologia Infecciosa” (REIPI) se plante6 la
necesidad de realizar un estudio multicéntrico que ha permitido conocer y actualizar la
evolucién y el tipo de BLEE en E. cli y K. pnenmoniae en diferentes hospitales de Espafia y
descartar, mediante estudios moleculares, la posible expansion clonal de los

microorganismos portadores de estas betalactamasas.



Resumen/Summary

Asi, el presente trabajo formé parte del proyecto N° 3 (Estudio de la epidemiologia clinica
y molecular de enterobacterias productoras de betalactamasas de espectro extendido) de la
REIPI, en el cual participaron cuatro centros: el Hospital Ramoén y Cajal (HRC), el
Hospital Universitario Son Dureta (SD), el Centro Nacional de Microbiologia (CNM) y el
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (HSP). Se estudiaron un total de 92 cepas de E. wii y
32 de K. pnenmoniae aisladas en el primer trimestre del afio 2004 en 11 hospitales espafioles.
La relacién clonal entre las cepas se descarté mediante estudios de macrorestriccion
genémica con la enzima de baja frecuencia de corte Xbal. Las BLEE se caracterizaron
mediante isoelectroenfoque, PCR y secuenciacion. En las cepas de E. /i se observé una
gran diversidad clonal en los patrones de restriccion obtenidos por PFGE, y un
predominio de las betalactamasas CTX-M-14 (45,7%), CTX-M-9 (20,6%) y SHV-12
(21,7%); en cambio, en las cepas de K. pneumoniae se observé una menor diversidad clonal
con un predominio de betalactamasas de tipo CTX-M (62,5%) que incluian CTX-M-1,
CTX-M-9, CTX-M-14 y CTX-M-15. (ARTICULO I)

Posteriormente se estudiaron los entornos genéticos y perfiles plasmidicos de 58 cepas de
E. wli y K pneumoniae y se determiné el grupo de incompatibilidad de los plasmidos
mediante rep #ping-PCR, digestion con la enzima S7, campo pulsado, southern-blot e
hibridacién con sondas especificas para los diferentes grupos de incompatibilidad. Como
resultado se observéd una gran variabilidad de plasmidos que contienen genes blay, .y
asociados a diferentes entornos genéticos. Los genes bla asociados a una mayor variabilidad
plasmidica fueron los blaqiy .9, encontrandose asociados a plasmidos de los grupos Inc 11,
HI2, FIB y K. Los genes de la blag,, , se han encontrado en plasmidos de los grupos Inc
I1, FII, K y HI2. Por otro lado, blagiy 4 se encontrd sélo en plasmidos del grupo Inc K.
(ARTICULO II)

Finalmente, el Centro Nacional de Microbiologia procedi6 a realizar el estudio
epidemiolégico mediante Multi Locus Sequence Typing (MLST) y la determinacion de los
grupos filogenéticos de las cepas de E. ¢/, con la finalidad de determinar la posible
asociacion entre los diferentes ST, grupos filogenéticos y BLEE. Asi, se observé una gran
diversidad de tipos de ST, siendo los mas comunes el patréon ST131 y los complejos ST10 y
ST23, y ademas, las cepas de E. co/i que pertenecian al ST131 fueron portadoras de una

gran variedad de betalactamasas (CTX-M-15, CTX-M-9, CTX-M-10, CTX-M-14, SHV-12
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y CTX-M-1). Por lo que respecta a los grupos filogenéticos, se encontré que los complejos
ST10 y ST23 estaban ligados al grupo filogenético A, mientras que el patron ST131 en su
mayorfa estaba ligado al grupo virulento extraintestinal B2. (ARTICULO III)

Por lo tanto, en este estudio se observé una mayor diversidad de BLEE que en el estudio
multicéntrico del afio 2000, siendo estas BLEE vehiculadas por elementos genéticos como
plasmidos y secuencias de insercién, ambos muy diversos dentro del grupo de cepas
estudiadas. Por otro lado no se observo asociacion entre los diferentes tipos de MLST, los

grupos filogenéticos hallados y las BLEE que portaban las cepas de E. co/i.
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SUMMARY

Extended-spectrum beta-lactamases (ESBL), described frequently in Escherichia coli, Klebsiella
pnenmoniae and to a lesser extent in other Ewnterobacteriaceae, confer resistance to extended-
spectrum cephalosporins (cefotaxime, ceftazidime, and cefepime) and monobactams.
ESBL are a heterogeneous group of enzymes that were initially described in hospital
outbreaks of K. pneumoniae, and derivates of the SHV-1 and TEM-1 were the most
common. In recent years, detection of the the CTX-M type has become more frequent.
The spread of ESBL in bacteria of the same or different species has been associated with

genetic elements such as insertion sequences, transposons and plasmids.

The increase in the prevalence of ESBL-producing microorganisms has been reported by
several authors, both in Spain and internationally. The European System of Surveillance of
Antimicrobial Resistance in Invasive Pathogens (EARSS) observed that resistance to third
generation cephalosporins associated with ESBL production in E. ¢/ increased in almost
all European countries included in the study. In Spain it increased from 1.6% in 2001 to
4.1% in 2003. In 2000, a multicenter study was conducted in Spain (project GEIH-BLEE
2000) to determine the prevalence of ESBL-producing E. c/i and K. pnenmoniae in 40
Spanish hospitals. It was found that the CTX-M-9, CTX-M-14 and SHV-12 in E. coli
accounted for 70% of the enzymes detected. However, in K. pnesmoniae, over 50% were

TEM type

Over the last 10 years, many hospitals in Spain have seen a change in the prevalence of
enzymes detected in E. w/i and K. pnenmoniae. For this reason, the Spanish Network for
Research on Infectious Pathology (REIPI) recognized the need for a multicenter study.
Based on the findings, it was possible to identify and update the progress and the type of
ESBL in E. co/i and K. pneumoniae in several Spanish hospitals. Furthermore, molecular

studies ruled out the possible clonal spread of ESBL-producing microorganisms.

The present study was conducted as Project No. 3 (Clinical epidemiology and molecular
characterization of ESBL-producing enterobacteria) of the REIPI. It involved four centers:
Hospital Ramon y Cajal (HRC), Hospital Universitario Son Dureta (SD), National Center
for Microbiology (CNM) and Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (HSP). A total of 92

strains of E. co/i and 32 K. pneumoniae isolated from 11 Spanish hospitals in 2004 were
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analyzed. The clonal relationship between strains was ruled out by genomic studies
comparing the Xbal-PFGE patterns. The ESBL were characterized by isoelectric focusing,
PCR and sequencing. E. /i showed a high clonal diversity in the restriction patterns
obtained by PFGE, and a predominance of the enzymes CTX-M-14 (45.7%), CTX-M-9
(20.6%) and SHV-12 (21.7%), whereas K. pneumoniae had a lower clonal diversity with a
predominance of the enzymes CTX-M type (62.5%) involving CTX-M-1, CTX-M-9, CTX-
M-14 and CTX-M-15. (ARTICLE I)

We then studied the genetic environments and plasmid profiles of 58 strains of E. co/i and
K. pneumoniae and determined the incompatibility group of plasmids by rep typing, S1
enzyme digestion, pulsed field gel electrophoresis, southern-blot and hybridization with
specific probes for each incompatibility group. As a result there was a large variability of
plasmids containing blaygy genes associated with different genetic environments. The gene
with the greatest plasmid variability was blac . associated to Inc groups 11, HI2, FIB and
K. The blagy ,, gene was found in plasmids of groups Inc 11, FII, K and HI2. However,
blacrx y1s Was found only on IncK plasmids (ARTICLE II).

In a third phase of the study, the National Microbiology Center in Spain performed the
Multi Locus Sequence Typing (MLST) and determined the phylogenetic groups of strains
of E. coli to determine the possible association between ST, phylogenetic groups and ESBL.
A wide variety of MLST were detected, and the most common patterns were ST131 and
ST10 and ST23 complexes. In addition, strains of E. co/i ST131 carried a variety of
betalactamase (CTX-M-15, CTX-M-9, CTX-M-10, CTX-M-14, SHV-12 and CTX-M-1).
Regarding the phylogenetic groups, we found that ST10 and ST23 complexes were linked
to phylogenetic group A, whereas the pattern ST131 was related to the virulent
extraintestinal group B2. (ARTICLE III)

In conclusion, this study identified a greater variety of ESBL than observed in the
multicenter study of 2000. These ESBL were transported by genetic elements such as
plasmids and insertion sequences which were very diverse within the group of strains
studied. We did not detect an association between the different types of MLST, the

filogenetic groups and the ESBL-producing E. co/i.



1.  INTRODUCCION

“Soy de los que piensan que la ciencia tiene una gran belleza.

Un cientifico en su laboratorio no es solo un técnico: es también un

nifno colocado ante fendmenos naturales que le impresionan como un cuento de bhadas”
Marja Sktodowska-Curie
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1. INTRODUCCION

La resistencia a los antimicrobianos, uno de los principales problemas de salud publica, es
una grave amenaza que dia a dfa involucra nuevas especies de microorganismos y nuevos
mecanismos de resistencia. La resistencia bacteriana es un fenémeno ligado al uso de
antibidticos, pero a la vez, la capacidad de las bacterias para combatir el efecto que en ellas
producen estas sustancias ha superado todas las previsiones. Este hecho nos indica que
ademas de fomentar un uso racional de los antibiéticos, las lineas de trabajo deben estar
orientadas hacia la busqueda de nuevos farmacos que o bien eludan los mecanismos de
resistencia de los microorganismos o bien actien sobre dianas biolégicas hasta ahora

inéditas.

Los antibiéticos betalactamicos configuran el grupo de antimicrobianos mas extenso de
cuantos integran hoy el arsenal terapéutico frente a la infeccion bacteriana. Las
betalactamasas, enzimas que hidrolizando el enlace amida del anillo betalactamico inactivan
los antibiéticos betalactamicos, constituyen el mecanismo de resistencia mas difundido
entre la poblacién bacteriana, y el que, sin duda, mas ha hecho progresar la antibioterapia.
La interrelacion betalactimicos-betalactamasas es el substrato de wuna ‘historia

interminable” de la que hoy sélo conocemos algunos capitulos.

Las betalactamasas de espectro extendido (BLEE), descritas frecuentemente en Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae y en menor medida en otras enterobacterias, confieren resistencia a
cefalosporinas de espectro extendido y constituyen un grupo heterogéneo de enzimas'> ' >

1()() . . , . . .
. Las infecciones en las que estan implicadas representan un reto debido a que con

frecuencia los microorganismos que las producen son también resistentes a otros

1



Introduccion

antimicrobianos como trimetoprim-sulfametoxazol, aminoglucésidos y fluoroquinolonas,

limitando las opciones terapéuticas'” '

La inactivacién enzimatica, y en concreto las betalactamasas, constituyen el mayor éxito
estratégico de los microorganismos en su esfuerzo por contrarrestar el efecto de los
antibidticos betalactamicos desarrollados por el hombre. La diseminaciéon de los genes
productores de betalactamasas, frecuentemente asociados a transposones y plasmidos
transmisibles entre distintos microorganismos, ha dado lugar a una alta prevalencia de la

resistencia a los betalactamicos.

1.1 Las enterobactetias

La familia Enterobacteriaceae, grupo grande y heterogéneo de bacilos gramnegativos de

importancia clinica, contiene mas de 40 géneros y diversos grupos no nominados

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi).

Los miembros de esta familia son aerobios y anaerobios facultativos, no forman esporas,
son moviles con flagelos peritricos o inmoviles. Tienen requerimientos nutricionales
simples, fermentan la glucosa con o sin produccién de gas, reducen los nitratos a nitritos,
son oxidasa negativa (caracteristica importante que permite distinguirlos de otros bacilos

gramnegativos fermentadores y no fermentadores) y catalasa positiva''’.

La pared celular de las enterobacterias (Figura 1) estd compuesta por mureina,
lipoproteinas, fosfolipidos, proteinas y lipopolisacaridos (LPS) y tiene una disposicion
laminar. La capa de lipoproteina-mureina constituye alrededor del 20% de la pared de la
célula y es responsable de la rigidez celular. El 80% restante de la pared celular se une con

los lipidos de la lipoproteina para formar la capa laminar. El LPS contiene las cadenas

12
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polisacaridas especificas que determinan la antigenicidad de las diversas especies (el tipo O)

y su componente lipidico es la estructura responsable de la actividad endotoxica.

Figura 1: Pared celular de las enterobacterias

La identificacién y/o tpificacion de las enterobacterias se realiza en funcién de sus
caracteristicas bioquimicas y en funciéon de los antigenos O (antigeno somatico), H

(antigeno flagelar) y K (antigeno capsular).

Los miembros de esta familia forman parte de la microbiota del tracto intestinal del ser
humano y de los animales; también algunas especies pueden colonizar otros nichos
ecolégicos como el agua, el suelo o ser parasitos de vegetales®. Con excepcién de los
géneros Salmonella, Shigella y Yersinia, las enterobacterias son parte de la flora normal o son
bacterias ambientales, pudiendo dar lugar a infecciones oportunistas cuando existen

factores predisponentes.

En lo que respecta al hombre, existen especies patogenas primarias, como Salmonella enterica

(cuyos serotipos gastroenteriticos causan enteritis y los serotipos Typhi y Paratyphi A, B y
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C fiebre tifoidea y paratifoidea), las cuatro especies del género Shigella (causantes de
enteritis), algunas especies del género Yersinia, como Y. enterocolitica y Y. pseudotuberculosis
(causantes de enteritis) y Y. pestis (agente causal de la peste) y algunas cepas de Escherichia coli
que causan gastroenteritis por diferentes mecanismos. Se han descrito diversos mecanismos
patogénicos, dividiéndose en seis grupos dependiendo de los factores de virulencia E. co/i
enteroinvasora (ECEI), E. w/i enterotoxigénica (ECET), E. c/i enteropatégena clasica
(ECEPc), E. coli enterohemorragica (ECEH), E. co/i enteroagregativa (ECEA) y E. co/i con

adherencia difusa (ECAD).

Las especies de esta familia que causan infecciones oportunistas en el hombre con mas
frecuencia son E. coli, Klebsiella pnenmoniae, Klebsiella oxytoca, Enterobacter cloacae, Enterobacter
aerogenes, Serratia marcescens, Citrobacter freundii, Citrobacter diversus, Protens mirabilis, Proteus

. . . .. .. 117
vulgaris, Providencia stuartii, y Morganella morganii entre otras .

E. coli forma parte de la flora normal humana, es el principal habitante anaerobio
facultativo del intestino grueso, con posible capacidad patégena debido a la posesion de
factores de virulencia como fimbrias, adhesinas, toxinas, etc. Es causante de muchas
infecciones tales como colecistitis, bacteriemia, colangitis, infeccion del tracto urinario
(ITU), y otras infecciones tales como meningitis neonatal y neumonia. K. pneumoniae se
encuentra colonizando el intestino de los individuos sanos y produce un perfil de infeccion
similar al de E. o/, es decir, infeccién del tracto urinario, neumonia, infecciéon de herida
quirdrgica y bacteriemia. K. pneumoniae puede ocasionar infecciones en aproximadamente el
3% de todas las neumonias bacterianas agudas y es el segundo patégeno mas comun del
tracto urinario. También pueden causar infecciones de heridas y es la segunda especie en

. , . . 96
frecuencia (después de E. c/i) causante de bacteremia por gramnegativos .
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1.2 Antibioticos Betalactamicos

Los antibiéticos betalactamicos se han usado ampliamente en el tratamiento de numerosas
infecciones bacterianas. El creciente e inadecuado uso de estos antibidticos, entre otros
factores, ha provocado una paulatina pérdida de la eficacia de los mismos en el tratamiento
de este tipo de infecciones. El factor que mas ha contribuido a este hecho es la apariciéon y

diseminacién de betalactamasas.

1.2.1 Clasificacion

La presencia de un anillo betalactimico define quimicamente a esta familia de
antibioticos™ ®. Las diferencias en las cadenas laterales de las moléculas basicas
influyen en las propiedades farmacolégicas y en el espectro de actividad™. Asi, la unién
del anillo betalactamico a uno secundario, origina los diferentes grupos descritos

dentro de la familia.

Los betalactamicos se clasifican en: penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos,

monobactamicos e inhibidores de las betalactamasas. (Tabla 1)
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Tabla 1: Principales antibiéticos betalactimicos (iv: intravenoso, im: intramuscular, o: oral)

Clase Grupo Betalactamico
Penicilinas naturales  Penicilina G ™1V, Penicilina V©
Aminopenicilinas Ampicilina 1V, Amoxicilina®
. Ureidopeniciinas Azlocilina ™V, Mezlocilina ™!V, Piperacilina!V
Penicilinas
Carboxipenicilinas Carbencilina ™1V, Ticarcilina™1V
Penicilinas resistentes a L .
o Meticilina '™V, Oxacilina 'V>°, Cloxacilina®, Dicloxacilina®
penicilinasas
efazolina " efalotina efradina "H1V>
Cefazoli lmIV,CfItl W,Cfd 1rn1vo’
Cefalosporinas 1G
Cefalexina®, Cefradoxilo ©
Cefamandol "™V, Cefuroxima ™!V> Cefaclor ©, Cefuroxima
Cefalosporinas 22G
axetilo®
Cefoperazona 1Msiv, Cefotaxima ™1V, Ceftazidima 1M1V,
Cefalosporinas  Cefalosporinas 32G Ceftriaxona ™1V, Ceftibuteno®, Cefixima®, Cefpodoxima®,
Cefdinir©
Cefalosporinas 42G Cefepima "1V, Cefpiroma M1V
Cefamicinas Cefoxitina '™V, Cefotetan ™1V
xacefems )
Oxacef oxalactam M1V
Carbacefems Loracarbef®
Carbapenémicos Imipenem!V, Meropenem®V, Ertapenem!V, Doripenem!
Monobactamicos Aztreonam M1V

Inhibidores de

betalactamasas

Acido clavulanico

Amoxicilina —ac. clavulanico'V>° Ticarcilina—ac. clavulanico!v.

>

Sulbactam

Ampicilina-sulbactam!V-©

Tazobactam

Piperacilina-tazobactam!V
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a. Penicilinas

Las penicilinas son un grupo de antibidticos que contienen un anillo betalactamico y
un anillo de tiazolidina, formando el acido 6-aminopenicilanico, estructura que deriva
de la condensacién de una molécula de valina y una de cisteina para dar lugar al doble
anillo caracteristico (Figura 2). Ademas tienen una cadena lateral, que varfa de unas
penicilinas a otras en la posiciéon 6 del anillo betalactimico y que es la que define sus

propiedades.

A

Figura 2. Nucleo de las penicilinas (en rojo se observa el anillo B-lactamico)

b. Cefalosporinas

Las cefalosporinas son farmacos estructuralmente similares a las penicilinas, cuya
estructura basica estd constituida por el nicleo cefem, que consiste en la fusiéon de un
anillo dihidrotiacinico (en lugar del anillo tiazolidinico caracteristico de las penicilinas)
y un anillo betalactamico (Figura 3). La introduccién de modificaciones en las cadenas

laterales origina las diversas cefalosporinas.
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Figura 3. Nucleo de las cefalosporinas

Las cefalosporinas se clasifican clasicamente en "generaciones", en base al espectro de
actividad para gérmenes grampositivos y gramnegativos. Ademds, se incluyen otros
grupos de compuestos quimicamente diferentes como las cefamicinas, los carbacefems

y los oxacefems.

c. Carbapenémicos

La estructura basica de las carbapenémicos consiste en un anillo betalactamico
fusionado a uno pirrolidinico compartiendo un nitrégeno (Figura 4). Estas
modificaciones y las cadenas laterales, asi como la posiciéon espacial de éstas,
condicionan la mayor afinidad por las proteinas fijadoras de penicilina (PBP) diana, un
incremento de la potencia, del espectro antibacteriano y de la resistencia a las

betalactamasas, siendo los betalactamicos de mas amplio espectro y actividad.
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Figura 4. Estructura del imipenem

d. Monobactamicos

Los monobactamicos son derivados del acido 3-aminomonobactamico (3-AMA).
Tienen una estructura betalactimica sencilla con una estructura monociclica en la que

el anillo betalactamico no esta fusionado a otro secundario (Figura 5).

.

\\\CHS
N\
0 SO4H

Figura 5. Estructura del aztreonam
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e. Inhibidores de betalactamasas

A este grupo pertenecen el acido clavulanico, el sulbactam y el tazobactam, enzimas
que inactivan a los antibiéticos betalactamicos. Se fijan a las betalactamasas dejandose
hidrolizar por ellas y permite asi que éstas no interfieran en la accion de los

betalactaimicos con los que se combinan.

El acido clavulanico tiene un nucleo similar al acido penicilanico de las penicilinas
con la sustitucién del atomo de azufre en posiciéon 3 por un atomo de oxigeno (que
incrementa la reactividad de la molécula y proporciona una afinidad mayor por las
betalactamasas), y la falta de la cadena lateral acilamino en posicién 6. El sulbactam es
una sulfona semisintética del acido penicilanico. El tazobactam se diferencia del

sulbactam por la presencia de un grupo triazol en posicion 3 (Figura 06).

@)
. H, COOH T WP
N\—N— H N]\)<
® CH,OH 2
O
H Ho/Q
Acido clavuldnico Sulbactam

Tazobactam

Figura 6. Estructura de los inhibidores de betalactamasas
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1.2.2 Mecanismo de accion

Los antibidticos betalactamicos son agentes bactericidas que inhiben la sintesis de la

pared celular bacteriana e inducen ademas un efecto autolitico.

La pared de las bacterias gramnegativas consta de una membrana externa formada por
lipidos y proteinas y de una delgada capa interna de péptidoglucano. El péptidoglucano
esta constituido por cadenas largas y paralelas de oligosacaridos que alternan residuos
de acido N-acetilglucosamina con residuos de acido N-acetilmuramico, ambos unidos
por un enlace 3-1,4. Cada unidad de acido N-acetilmuramico se encuentra unida a una
cadena lateral un tetrapéptido constituido por L-alanina, D-alanina, acido D-glutimico
y lisina o acido diaminopimélico (Figura 7). Las cadenas paralelas de oligosacaridos se
encuentran unidas transversalmente por cadenas polipeptidicas cortas diferentes segin

la especie "%,

Los antibidticos betalactimicos actian interfiriendo en las reacciones de
transpeptidacion, dltima etapa de la sintesis de la pared celular; de este modo, la pared
queda debilitada y puede romperse por la presién osmotica intracelular. Su actividad
probablemente se debe a una similitud estereoquimica con la terminacién D-analil-D-
analina del pentapéptido y eso permite una unién covalente en el lugar activo de la
transpeptidasa. La destruccion de la pared celular bacteriana se produce como
consecuencia de la inhibicién de la dltima etapa de la sintesis del péptidoglucano. Para
que actiuen los betalactamicos es necesario que la bacteria se halle en fase de

multiplicacién, ya que es cuando se sintetiza la pared celular.
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[

'-‘ Tetrapéptido |
Sitie de accion de
betalactamico

\ J

Figura 7. Estructura del péptidoglucano y sitio de accién del betalactamico

Las enzimas dianas de betalactamicos se hallan en la membrana citoplasmatica. Son las
denominadas proteinas fijadoras de la penicilina (PBP) debido a que se describieron
por primera vez unidas a penicilina. Existen numerosas PBP diferentes, siendo
habitualmente especificas de especie y varfan en cuanto a su capacidad de reaccionar
con diferentes antimicrobianos betalactamicos. También existen diferencias
funcionales entre las PBP: algunas son responsables de establecer los enlaces de
peptidoglicanos que proporcionan al microorganismo su forma; otras participan en la
sintesis de los tabiques que separan las células nuevamente formadas; otras no son

necesariamente enzimas, y su funcién es todavia desconocida.

Un betalactamico que sea principalmente activo sobre una PBP determinante de la

morfologia celular dard lugar a un redondeamiento e hinchamiento de un
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microorganismo sensible ante de que ocurra la lisis. Uno que actie fundamentalmente
sobre la separacion y la division celular puede originar células alargadas con multiples

nucleoides.

La accion bactericida de los antibidticos betalactamicos se debe habitualmente a la lisis
celular, proceso que se inicia con el debilitamiento del péptidoglucano en desarrollo, la
liberacion o activacion de las enzimas autoliticas que mas adelante romperan las areas
debilitadas de la pared y, finalmente, la lisis osmotica al permitir el paso de agua a
través de la membrana citoplasmatica hacia el interior hiperténico de la célula'®.
Aquellos microorganismos que no poseen pared celular, las células que no estan en
desarrollo y los protoplastos osmoéticamente estabilizados, permanecen viables en

. . . 91
presencia del antimicrobiano .

1.2.3. Espectro de actividad

El espectro de actividad de los betalactimicos incluye bacterias gramnegativas,
grampositivas y espiroquetas. No son activos frente a bacterias intracelulares como

Chlamydia o Rickettsia, los micoplasmas (por no tener pared celular) o las micobacterias

83,142

Las penicilinas naturales (bencilpenicilina o penicilina G) son activas frente a cocos
grampositivos y gramnegativos y bacilos grampositivos, tanto facultativos como
anaerobios, asi como espiroquetas y algunos bacilos gramnegativos anaerobios. Las
aminopenicilinas son activas frente a la mayorfa de las bacterias sensibles a penicilina

e incrementan el espectro a algunos bacilos gramnegativos como E. coli, P. mirabilis,
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Salmonella y Shigella. Son mas activas que las penicilinas frente a los enterococos, Listeria

monocytogenes y Haemophilus.

Las carboxipenicilinas y ureidopenicilinas se caracterizan por su actividad frente a

Psendomonas aeruginosa y algunas enterobacterias resistentes a aminopenicilinas.

Las penicilinas semisintéticas resistentes a penicilinasas son activas frente a los

estafilococos.

Las cefalosporinas de primera generaciéon son muy activas frente a los cocos
grampositivos y diversos bacilos gramnegativos como E. coli, Klebsiella y Protens. Las
sucesivas generaciones han perdido parte de esta actividad, en beneficio de una mayor
actividad frente a bacilos gramnegativos. Las cefalosporinas de segunda generacion
muestran un espectro variable. Presentan una mejora de la actividad frente a
gramnegativos como  Haemophilus  influenzae,  Moraxella  catarrbalis 'y  algunas
enterobacterias; por el contrario, en general, la actividad sobre cocos grampositivos es
menor que las de primera generacion. Las cefamicinas, intimamente relacionadas con
las cefalosporinas, son activas frente a algunas enterobacterias por ser mas estables a la
hidrolisis por betalactamasas y muestran una gran actividad frente a algunas bacterias
anaerobias. Las cefalosporinas de tercera generaciéon, como la cefotaxima y la
ceftriaxona, son muy activas frente a estreptococos incluyendo el neumococo,
neisserias y hemofilos, y frente a bacilos gramnegativos como enterobacterias; la
ceftazidima y la cefoperazona, son activas frente a P. aeruginosa y otros bacilos
gramnegativos aerobios. Las cefalosporinas de cuarta generacién muestran
actividad frente a las enterobacterias y P. aeruginosa. También son activas frente a

estreptococos y estafilococos, pero en estos ultimos la actividad es inferior a la de las
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cefalosporinas de primera generacion. Todas las cefalosporinas son inactivas frente a

enterococos, L. monocytogenes y estatilococos resistentes a metilcilina.

Las carbapenémicos son los betalactimicos con mayor espectro de actividad. Son
activos frente a enterobacterias productoras y no productoras de betalactamasas, P.
aeruginosa y otros bacilos gramnegativos aerobios. Carecen de actividad frente a los
estafilococos resistentes a meticilina, enterococos resistentes a ampicilina y

Stenotrophomonas maltophilia.

A diferencia de otros betalactamicos, los carbapenémicos son estables frente a las

C 57

enzimas BLEE y Amp (que se menionaran mas adelante) pero son inactivados

por las carbapenemasas, enzimas raramente descritas pero que estan en aumento a

. . 49,102
nivel mundial ™ .

El aztreonam, unico monobactamico disponible para uso clinico, posee una
excelente actividad sobre bacterias gramnegativas aerobias. Por el contrario, carece de

actividad frente a grampositivos y bacterias anaerobias.

Finalmente, los inhibidores de betalactamasas son moléculas que presentan escasa
actividad intrinseca y se utilizan en combinacién con penicilinas (amoxicilina-ac.
clavulanico, ampicilina-sulbactam, ticarcillina-ac. clavulanico y piperacilina-tazobactam)
para restaurar la actividad inicial del betalactimico en organismos que se han hecho
resistentes por produccion de betalactamasas (S7aphylococcus anrens, Enterobacteriaceae,

Bacteroides spp.) y amplian el espectro a bacterias que no eran sensibles intrinsecamente

por produccién natural de estas enzimas (K. prenmoniae).
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1.3. Resistencia antimicrobiana

1.3.1 Resistencia natural

Las bacterias poseen patrones propios de resistencia a los antimicrobianos que se
denomina resistencia natural o intrinseca. Esta resistencia depende de funciones o

estructuras codificadas generalmente en el cromosoma bacteriano.

1.3.2 Resistencia adquirida

Una bacteria puede adquirir resistencia mediante cambios precisos en el propio
cromosoma bacteriano (mutaciones cromosomicas), que posteriormente la
descendencia heredarid, o bien mediante una transferencia de DNA forianeo. Los
microorganismos pueden adquirir genes de resistencia de un microorganismo vecino,
siendo éste de la misma especie o no. Este intercambio genético entre bacterias puede

darse mediante tres procesos:

a. Transformacion: El DNA es adquirido directamente a partir de una bacteria
que ha liberado su material genético al exterior y es recogido por la bacteria
receptora. Una vez dentro de la bacteria el DNA podrda mantenerse como tal
cuando se trate de un elemento auténomo, o bien integrarse en el genoma del

z : s~ 139
huésped por recombinacion ™.

b. Transduccion: Un bacteriéfago interviene en el proceso transfiriendo los
genes de resistencia entre bacterias compatibles. En la transduccion el DNA esta
protegido del medio ambiente pudiendo sobrevivir largos periodos de tiempo. Es

el método mas restringido y especifico, ya que el rango del huésped es
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determinado por la interaccion entre el bacteridéfago y el receptor bacteriano. Se ha
documentado la presencia de fagos portadores de genes que codifican
betalactamasas en aguas residuales, ademas, algunas betalactamasas de bacterias
gramnegativas se han visto asociadas a estructuras genéticas relacionadas con

90, 107

fagos

c. Conjugacion: La conjugacion es la via principal de diseminacion de genes de
resistencia entre las poblaciones bacterianas y consiste en la transferencia de genes
entre dos células que estan en contacto. Asi, para que se produzca es
imprescindible que las bacterias estén en contacto directo entre si y por la tanto es
muy frecuente que ocurra entre bacterias que comparten nicho ecoldgico, como
ocurre con las enterobacterias en el intestino. Los transconjugantes obtenidos

adquieren propiedades de la bacteria donadora.

1.3.3. Elementos moviles de material genético.

El descubrimiento de los plasmidos en la década de los 70 supuso una revolucion en el
concepto de intercambio genético entre bacterias. Este concepto se amplié una década
mas tarde con la descripciéon de los primeros transposones y mads recientemente, la
presencia de integrones y de numerosas secuencias de inserciéon en las bacterias
justifica la gran diseminaciéon de genes de resistencia que hemos observado en los

ultimos anos.

a. Secuencias de insercion

Son los elementos genéticos transponibles mas sencillos. Tienen extremos

inversamente repetidos que son reconocidos por una enzima responsable de la
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134

transposicion (transposasa) codificada por la porcién central™. También son

frecuentes en el genoma de los bacteriéfagos y plasmidos.

b. Transposones

Los transposones, son fragmentos de DNA moviles, capaces de insertarse en
distintos lugares dentro del cromosona bacteriano y “saltar” a otras localizaciones,
incluyendo plasmidos o DNA de bacteri6fagos. Dependen de la replicacion de su
huésped ya que son incapaces de replicarse autbnomamente. Los transposones se
clasifican en fransposones compuestos o de clase 1, los cuales son segmentos de DNA
flanqueados por dos secuencias de insercién iguales o muy similares de las cuales
basta con que s6lo una codifique una transposasa (TnpA) para llevar a cabo la
transposicion; y los transposones no compuestos o de clase 2, los cuales no tienen
secuencias de insercioén en los extremos y que se caracterizan por tener secuencias

invertidas (znverted repeats, IR).

c. Integrones

Son estructuras sin capacidad de transposicion ‘per se”. Estan formados por tres
elementos, necesarios para la captura y expresion de genes exogenos (genes
cassette): un gen que codifica una integrasa (/74), un punto de recombinacion
especifico (at) y un promotor (P,,) para la expresion de los genes cassette
adyacentes. Los genes cassette son moléculas de DNA no replicativas que se
encuentran como DNA circular libre y que se pueden encontrar también
integrados en plasmidos o en el cromosoma. Aunque los genes estructurales

presentes en los integrones son mayoritariamente genes de resistencia, también es
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posible la integracién de otro tipo de genes que probablemente no se observan con
tanta frecuencia, porque no existe la presion selectiva necesaria para ponerlos de

manifiesto™.

d. Plasmidos

Los plasmidos son moléculas circulares de doble cadena de DNA,
extracromosomicos y autorreplicables. Los genes que contienen no son
imprescindibles para la supervivencia de la bacteria pero les confieren ventajas
adaptativas; éste es el caso de los genes de resistencia. Los plasmidos pueden
transportar desde unicamente los genes necesarios para su replicaciéon hasta
centenares de genes adicionales”. Los elementos genéticos involucrados en la
replicacion plasmidica se agrupan en una unidad genética llamada replicon. En la
region del replicon, usualmente de 2 a 3 kb de longitud, se encuentran los genes cop
e ine que codifican las protefnas de control de inicio de la replicacion, asi como
también las proteinas involucradas en el inicio de la replicacion (r¢p) y otros

33
elementos de control™.

, . . . . . . e . 3,
Los plasmidos proporcionan variedad de fenotipos: resistencia a los antibi6ticos™,

45, 61

resistencia a metales pesados™ "', capacidad de degradar compuestos recalcitrantes

ye , 3 . , .
y utilizarlos como fuentes de carbono y energfa®™ ', etc; ofreciendo asi una ventaja

selectiva a la célula huésped”'.

- Clasificacion de los plismidos

La identificacién y clasificacion de los plasmidos es de suma importancia

debido a varias razones: andlisis de su distribucién en la naturaleza y su
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relacién con las células huésped, descubrimiento de su parentesco genético
y origen evolutivo y analisis de la transferencia genética horizontal, un
proceso de gran impacto en la evaluacion de riesgos de la liberacion de
organismos genéticamente modificados®. El esquema de clasificacién de los
plasmidos se basa en los rasgos genéticos universalmente presentes y
constantes. Una propiedad universalmente heredada por los plasmidos es la
incompatibilidad”. Por otro lado, también pueden clasificarse segtn la

similitud de la secuencia aminoacidica de sus relaxasas™®.

- Relaxasas

Algunos plasmidos poseen una region movil (MOB) que codifica
componentes especificos del relaxosoma (complejo nucleoproteinico). Las
relaxasas son componentes esenciales de este relaxosoma. Se tratan de
proteinas esenciales cuya funcién es la de unir el DNA en el sitio del origen
de la transferencia llamado or7T. Como tresultado de la reaccion, la relaxasa
se une covalentemente al sitio o771y origina un complejo nucleoproteinico
que es transportado a la célula hospedadora por medio de un mecanismo
conocido como el #ype IV secretion systems (T'4SS). El DNA ingresa a la célula
huésped por medio de una proteina conocida con el nombre de #Hpe I

80

conpling  protein  (T4CP)> > Segin la similitud de las secuencias
aminoacidicas y las propiedades de las relaxasas, los plasmidos conjugativos
se pueden clasificar segin su sistema de transferencia en seis familias:
MOB;, MOBy,, MOB,, MOB_, MOB, y MOB,”. Esta clasificacion resulta

interesante debido a que la prevalencia de un sistema MOB determinado

puede dar informacién importante acerca de la preferencia ecoldgica de
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algunos tipos de plasmidos, pero el conocimiento de estos sistemas es ain

€SCaso.

- Incompatibilidad plasmidica y plismidos en Enterobacterias

La incompatibilidad plasmidica (In¢) es la incapacidad de que dos plasmidos
se propaguen de manera estable en la misma célula. Dicho de otro modo, si
la introduccién de un segundo plasmido desestabiliza la replicacion del

. . . . 1{)(
primero, se dice que los dos son incompatibles .

Actualmente son 27 Inc groups los reconocidos por el Plasmid Section of the
National Collection of Type Cultures (Londres, Reino Unido) que incluye seis
IncF (de FII a VII) y tres variantes de Incl (I1, Iy, 12)"”. Actualmente el
método mas adecuado para tipificar los plasmidos es la PCR-based replicon
#ping (PBRT), que detecta los replicones de la mayorfa de las familias
plasmidicas que se encuentran en las enterobacterias (HI2, HI1, I1-y, X

Bl

L/M, N, FIA, FIB, FIC, W, Y, P, A/C, T, K, B/O y FII).

Algunos plasmidos se encuentran asociados con genes de resistencia y al
presentar una elevada prevalencia se les puede llegar a considerar
epidémicos. Esto podtia estar asociado a una seleccioén positiva mediada por

el uso de antimicrobianos.

La adquisicién de genes de resistencia a antimicrobianos por parte de
plasmidos virulentos puede representar una nueva herramienta en la
evolucién bacteriana, implementando estrategias adaptativas para explorar y

colonizar nuevos huéspedes y ambientes.
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1.3.4. Mecanismos de resistencia a los betalactamicos

a. Alteracion de la diana: Un primer mecanismo de resistencia son las alteraciones de

las proteinas fijadoras de penicilina PBP (penicillin binding proteins), que son las

dianas de los betalactamicos. Estas alteraciones se dan por mutaciones puntuales. La

bacteria se hace resistente porque disminuye la afinidad de la PBP por el antibi6tico

manteniendo en parte su funcién fisiolégica”. Este mecanismo se ha descrito en
1

sl 65 - 63 14
grampositivos como Staphylococeus anrens”, Streptococcus pneumoniae’” o Enterococcus ™5 y en

. . . 86 . .7+ 100 . . 44
gramnegativos como Haemophilus influenzae™, Protens mirabilis™ o neisserias™.

b. Alteracion de la membrana externa: Para atravesar la membrana externa los
betalactamicos necesitan la presencia de un canal de origen proteico (porinas). Estas
proteinas conocidas genéricamente como Ouwter Membrane Protein (OMP) se agrupan en

'y pueden ser desde

funciéon de la especificidad que tienen por el sustrato™®
minimamente selectivas hasta altamente especificas. Las proteinas implicadas en la
resistencia a los antimicrobianos pertenecen en su mayorfa a las minimamente

selectivas. La alteracion de la permeabilidad de la membrana externa se debe

. , . 62
generalmente 4 mutaciones cromosomicas .

c. Sistema de expulsion activa: Fistos impiden la llegada del antibi6tico a su diana.
En ocasiones, se activan una serie de proteinas que provocan la salida del antibi6tico
por un mecanismo de expulsién activa, impidiendo que se acumule en cantidad
suficiente para que sea efectivo. Este mecanismo se ha estudiado ampliamente en
Campylobacter jejuni, E. coli, S. enterica, P. aernginosa y S. aurews y aunque confieren
principalmente resistencia a quinolonas también afecta a la sensibilidad a los

’ . 89, 138
betalactamicos™ °.
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d. Produccién de enzimas que inactivan o modifican al antimicrobiano: Las
bacterias pueden producir determinadas enzimas que inactivan al antibiético, como
por ejemplo, las betalactamasas. En las enterobacterias, el mecanismo de resistencia

principal a los betalactimicos es la produccién de betalactamasas'> ™.
1.4. Las betalactamasas

La resistencia a antibioticos betalactamicos se puede producir por la accién simultanea
de varios mecanismos, y en el caso de las enterobacterias, el mas importante por su
frecuencia y eficacia es la produccion de betalactamasas. Los genes que codifican estas
enzimas pueden encontrarse en el cromosoma, en plasmidos, en transposones o
integrones; y pueden producirse de manera constitutiva o inducible. Las
betalactamasas cromosomicas son universales en una bacteria especifica mientras que
la presencia de las codificadas por plasmidos es variable y transferible entre las diversas
especies bacterianas®. Los microorganismos gramnegativos producen una amplia

variedad de betalactamasas de mediacion plasmidica o cromosémica.
1.4.1. Mecanismo de acciéon

Las betalactamasas son enzimas que hidrolizan el anillo betalactaimico antes que el
antibiético llegue al punto de unién con las PBP (proteinas fijadoras de penicilina). Se
unen a los betalactamicos mediante un enlace no covalente, posteriormente tiene lugar
una acilacién entre el grupo éster del anillo betalactamico y el grupo hidroxilo libre del
residuo de serina (en el caso de las betalactamasas de clase A, C y D) del centro activo
de la enzima. Finalmente la enzima que se encuentra activa, es liberada y el antibiético

. . 3,
inactivado'®.

Aunque todas las betalactamasas catalizan la misma reaccién, se han aislado y

caracterizado numerosos tipos de enzimas que se clasifican en forma diversa de
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acuerdo, por ejemplo, a su secuencia de aminoacidos, peso molecular o especificidad

del substrato.
1.4.2. Clasificacion

La continua aparicion de nuevas betalactamasas ha creado problemas en su
clasificacién y nomenclatura. En un principio, su nombre hacia referencia a aspectos
tan diversos como: el sustrato sobre el que actia (CARB, OXA), sus propiedades
bioquimicas (SHV), la bacteria que la produjo por primera vez (PSE descrita por
primera vez en Pseudomona aernginosa), el paciente del que procedia la muestra (TEM,
ROB) o el hospital donde estaba ingresado el paciente (MIR, RHH) y el estado al que
pertenecia (OHIO), no pudiendo faltar las iniciales de los autores que las describieron
por primera vez (HMS). Actualmente se conocen mas de 340 enzimas

(www.lahey.org/studies/).

La clasificacién propuesta por Jack y Richmond en 1970™ y posteriormente ampliada
por Richmond y Stykes en 1973'", fue la que se utilizé hasta que Bush en el afio 1989
propusiera una clasificaciéon basada en la actividad enzimatica o afinidad de los
enzimas por diferentes sustratos y su sensibilidad a la accién inhibidora por el acido
clavuldnico. Esta clasificacion, revisada en 1995 por Bush, Jacoby y Medeiros” y

actualizada por Bush y Jacoby en el afio 2010", es la que se utiliza en la actualidad.

Por otro lado Ambler (1980)" propuso una clasificacién en funcién de los mecanismos
de interaccién enzima-sustrato y la secuencia de aminoacidos de las betalactamasas en
la que distinguen cuatro clases de enzimas designados como A, B, C y D. Tanto la

clasificacién de Bush-Jacoby como la de Ambler estan relacionadas (Tabla 2).
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Tabla 2: Clasificacion de las betalactamasas segun su grupo funcional (Bush, Jacoby y

Medeiros) y clase molecular (Ambler)'*.

Grupo
Bush-
Jacoby
(2009)

le
2a
2b

2be

2br
2ber

2¢

2ce

2d
2de
2df
2e
2f
3a

3b

NI

Grupo
Bush-
Jacoby
(1995)

NI*
23
2b

2be

2br

NI°
2¢

4

Clase
molecular
(subclase)

Desconocido

Inhibidos por

Sustrato preferencial CLV2 o
TZ>
Cefalosporinas -
Cefalosporinas -
Penicilinas
Penicilinas,

Cefalosporinas 1* G

Cefalosporinas1®-4'G +
Monobactamicos

Penicilinas -

Cefalosporinas1®-4°G -

Carbenicilina +

Carbenicilina, cefepime ~ +

Cloxacilina Variable
Cefalosporinas 1*-4°G Variable
Carbapenémicos Variable

Cefalosporinas 1°-4°G +
Carbapenémicos Variable

Carbapenémicos -

Carbapenémicos -

EDTA

Betalactamasas
representativas

E. ¢oli AmpC, P99, ACT-
1, CMY-2,FOX-1,MIR-1
GC1, CMY-37

PC1

TEM-1, TEM-2, SHV-1

TEM-3, SHV-2, CTX-
M-15, PER-1, VEB-1
TEM-30, SHV-10
TEM-50

PSE-1, PSE-3, PSE-4,
CARB-3

RTG-4

OXA-1-10

OXA-11, OXA-15
OXA-23, OXA-48
CepA

KPC-2, IMI-1, SME-1
IMP-1, VIM-1, Cet-A,
IND-1

L1, CAU-1, GOB-1,
FEZ-1

CphA, Sth-1

;. ;. b. R , . -,
® CLV: 4cido clavuldnico, "Tazobactam, “No incluido, 17— 4° G: Primera a cuarta generacién
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a. Betalactamasas del grupo 1. Segun la clasificacion de Bush-Jacoby se
corresponderfan con las de clase C de Ambler. Se caracterizan por hidrolizar la
mayoria de betalactimicos excepto el imipenem, resaltando el hecho que son
capaces de hidrolizar las cefamicinas y que no se inhiben con 4cido clavulanico. Se
incluyen en este grupo las betalactamasas cromosémicas inducibles de E. aerogenes,
C. freundii, Serratia, M. morganii y P. aeruginosa; y 1a cromosémica constitutiva de E.
coli "', Pertenecen también a este grupo enzimas codificadas en plasmidos y que
actualmente han ido en aumento. Fstas poseen un patrén de resistencia
indistinguible de las cromosémicas y ademas se expresan constitutivamente y no
son inducibles (con excepcion de la DHA, CMY-13 y ACT). Se han descrito
alrededor del mundo en K. preumoniae, E. aerogenes, S. enterica, E. coli, P. mirabilis, M.
morganii y K. oxytoca “>'"". Dentro de este grupo encontramos el subgrupo le que se
caracteriza por presentar una mayor actividad frente a ceftazidima y el resto de
oxyimino-3-lactamicos. Este grupo de enzimas se les ha denominado también
“Extended-spectrum AmpC” (ESAC). Entre ellas encontramos la GC1 de E.

cloacae, la CMY-10,1a CMY-19 y la CMY-37.

b. Betalactamasas del grupo 2: esta formado por doce subgrupos (2a, 2b, 2be, 2br,
2ber, 2c¢, 2ce, 2d, 2de, 2df, 2e y 2f) corresponden a la clase A de Ambler excepto
los subgrupos 2d, 2de y 2df que corresponden a la clase D. En el subgrupo 2a se
engloban las penicilinasas de bacterias grampositivas y son inhibidas por el acido
clavulanico. El subgrupo 2b comprende la mayoria de betalactamasas de amplio
espectro, que hidrolizan las penicilinas y, si se expresa de manera elevada, pueden
conferir resistencia a cefalosporinas de primera generacioén. Son inhibidas por el

acido clavulanico. Las mas frecuentes son las tipo TEM (de codificacion
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plasmidica) y SHV (plasmidica o cromosémica). De éstas derivan una parte de las
enzimas del subgrupo 2be, que comprende las betalactamasas de espectro
extendido (BLEE) que confieren resistencia a penicilinas, cefalosporinas de
primera generacion, cefalosporinas de segunda (excepto cefamicinas),
cefalosporinas de tercera y a monobactamicos, y de las cuales se hablara mas
adelante; y el subgrupo 2br, betalactamasas resistentes a los inhibidores, que
derivan en su mayoria de las tipo TEM y por eso inicialmente recibieron el nombre
de IRT (Inhibitor Resistant TEM-Type). Estas tltimas se caracterizan por presentar
el mismo perfil de hidrélisis que las de amplio espectro pero son resistentes a los
inhibidores de betalactamasas como el acido clavulianico, el tazobactam o el
sulbactam. El subgrupo 2ber incluye enzimas TEM que tienen combinan una
cierta resistencia a la inhibicién por el acido clavulanico junto a una mayor
actividad frente a oxyimino-$-lactimicos. También se les ha denominado complex
mutant ' TEM (betalactamasas CMT). Dentro de los subgrupos 2c y 2d se
encuentran las denominadas carbecilinasas y oxacilinasas respectivamente. Su perfil
de accion es similar al de las betalactamasas de amplio espectro pero son mas
resistentes a la accion del acido clavulanico. Algunas oxacilinasas han adquirido la
capacidad de hidrolizar los carbapenémicos'”. El subgrupo 2ce incluye la
carbecinilasa recientemente descrita RTG-4 (CARB-10) con actividad ampliada
contra cefepime y cefpirome. En el nuevo subgrupo 2de se encuentran las
enzimas que hidrolizan la cloxacilina u oxacilina, ademas tienen un espectro
extendido que incluye los oxyimino-§8-lactamicos pero no los carbapenémicos; y
también su resistencia a la cefftazidima es usualmente mas pronunciada que la
resistencia cefotaxima o aztreonam. El nuevo subgrupo 2df incluye enzimas OXA

con actividad frente a carbapenems que aparecen de manera frecuente en A
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baumannii. A pesar de que las enzimas del subgrupo 2d se definen funcionalmente
de acuerdo a su habilidad de hidrolizar la cloxacilina u oxacilina, sélo algunas
enzimas del subgrupo 2df han sido probadas con estos sustratos, de éstas, la OXA-

50 no hidroliza la oxacilina.

En el subgrupo 2e estan las cefalosporinasas cromosémicas y pertenecen a la
clase A de Ambler a diferencia de les cefalosporinasas del grupo 1 que pertanecen
a la clase C; son inhibidas por el acido clavulanico. En el subgrupo 2f se

encuentran las carbapenemasas plasmidicas de la clase A de Ambler.

c. Betalactamasas del grupo 3: se divide segtn su estructura en tres subclases (B1,
B2 y B3) o segun su funcién (subgrupos 3a, 3b y 3c) grupos que se diferencian
tanto por el perfil de hidrélisis como por la estructura molecular. Todos
pertenecen a la clase B de Ambler y necesitan cationes divalentes, principalmente
el zinc, para su accién enzimatica. Son inactivadas por agentes quelantes como el
EDTA. Su perfil hidrolitico incluye a todos los betalactamicos (incluyendo
cefamicinas y carbapenémicos, pero no el aztreonam) y no se inhiben con el acido

clavulanico, sulbactam o tazobactam.

d. Betalactamasas del grupo 4: que incluye la penicilinasa de Burkholdelia cepacia,
que no se incluye en ninguna clase de Ambler. Al parecer estas enzimas podrian
incluirse en alguno de los grupos antes mencionados pero hasta el momento no

estan completamente caracterizadas.
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1.4.3. Betalactamasas de espectro extendido (BLEE)
La apariciéon de bacterias productoras de BLEE, tiene importantes repercusiones
clinicas y terapéuticas tanto por su amplio espectro de actividad frente a los
betalactimicos, como porque la mayoria de los aislamientos tienen codificada esta
resistencia en plasmidos que pueden ser transmitidos a otros microorganismos. Asi, el
aislamiento de cepas productoras de BLEE limita considerablemente las opciones

terapéuticas.

A principios de los afios 80, aparecieron las primeras betalactamasas plasmidicas
sintetizadas por microorganismos gramnegativos con actividad sobre cefalosporinas de
tercera generacion (ceftazidima, ceftriaxona, cefotaxima). Aunque en un principio se
encontraron unicamente en especies muy concretas localizadas en un ambito
geografico limitado, muy pronto se extendieron por toda Europa, EEUU vy el resto de

paises, y cada vez son mas los microorganismos en las que se han descrito algin tipo

de BLEE.

El espectro de actividad de las BLEE incluye casi todas las penicilinas, cefalosporinas
(excepto cefamicinas) y monobactamicos, ademas estas enzimas se caracterizan por ser
inhibidas por el acido clavulanico. El nimero de variantes de BLEE identificadas han
ido en constante aumento desde 1983, demostrando su ripida evolucion™.
Actualmente se conocen mas de 200 enzimas bajo la denominacién BLEE, aisladas de
diferentes especies de enterobacterias y de P. aeruginosa y encontradas en diferentes
paises. La prevalencia de cada una de ellas puede variar considerablemente de un pais a

. . ’ 12
otro o entre hospitales de un mismo pais .
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Las primeras BLEE derivaban por mutaciones puntuales de las betalactamasas TEM-
1, TEM-2 y SHV-1, que presentan una o mas sustituciones en la secuencia
aminoacidica, lo que les confiere capacidad para remodelar el centro activo de la
enzima, siendo capaces de hidrolizar no soélo penicilinas o cefalosporinas de primera

., . ., -, 75
generacion, sino también las de tercera y cuarta generacion”.

Estas mutaciones en las diversas BLEE conocidas, no necesariamente les confieren
capacidad para hidrolizar a los mismos substratos, por ejemplo, TEM-7 hidroliza
ceftazidima y cefotaxima con la misma efectividad, mientras que, SHV-2 hidroliza la

cefotaxima cerca de 10 veces mas rapido que la ceftazidima.

Un estudio multicéntrico realizado en el afio 2000 en 40 hospitales de Espafia para la
deteccion de BLEE en E. cwli y K. pneumoniae encontrd que el 92,5% de los hospitales
participantes remitié cepas productoras de BLEE. En mas del 50% de los casos, los
microorganismos productores de estas enzimas se aislaron en pacientes de la

comunidad®.

Las BLEE predominantes en Europa fueron inicialmente las de tipo SHV, mientras
que en la actualidad comienzan a ser frecuentes nuevas variantes de tipo CTX-M. De
hecho en Espafia ha habido un cambio drastico en los dltimos afios, siendo las de tipo

CTX-M las BLEE predominantes’"*.

La mayoria de estas betalactamasas se han localizado en plasmidos conjugativos lo que
predice el modo de adquisicién de las mismas a partir de otras bacterias resistentes.
Estudios realizados 7z vitro han probado como la flora normal del intestino y mas

concretamente . co/i, puede actuar como reservorio de genes de resistencia y actuar
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como un factor de diseminacién de genes entre los distintos patégenos intestinales
como  Salmonelld'. Otros genes codificantes de betalactamasas se han localizado
formando parte de cassettes de integrones situados tanto en DNA plasmidico como en

DNA cromosémico; es el caso de la CTX-M-9 en el integrén In60 2.

A continuacién se definiran los cuatro tipos de enzimas BLEE mas destacados: TEM,
SHV, CTX-M y OXA. Los tres primeros pertenecen a la clase A de Ambler y grupo
2be de Bush-Jacoby-Medeiros. El ultimo pertenece a la clase D y grupo 2de de Bush-

Jacoby'.

a. TEM: La enzima TEM-3 fue la primera BLEE tipo TEM descrita en 1984"" fruto
de una mutacién puntual de la enzima TEM-2. Aunque la mayoria de
betalactamasas tipo TEM han sido descritas en K. puneumoniae y E. coli, también se
han observado en otros géneros de enterobacterias como E. aerogenes, P. mirabilis,
M. morganii, S. enterica o Providencia rettgers” *. Como BLEE derivadas de TEM se
han descrito desde la TEM-3 a la TEM-29 (siendo la TEM 24 la mas frecuente en
Espafia), TEM-42, TEM-43, TEM-46 a la TEM-50, TEM-52 a la TEM-58, TEM-
60 a la TEM-64, TEM-66 a la TEM-72, TEM-75, TEM-80, TEM-85 a la TEM-
167, dentro de las cuales existen enzimas que hidrolizan la cefotaxima y
ceftazidima (por ejemplo las TEM-4), otras que presentan preferencia por la
hidrolisis de ceftazidima (por ejemplo la TEM-5, TEM-7, TEM-12, TEM-16);
otras que hidrolizan preferentemente la cefotaxima (por ejemplo TEM-3, TEM-20,

TEM-25) y otras que hidrolizan preferentemente el aztreonam como la TEM-22.

b. SHV: A diferencia de las betalactamasas tipo TEM, hay relativamente pocos

derivados de SHV. De la misma manera que en el caso anterior, hay enzimas tipo
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SHV que tienen actividad hidrolitica preferente por cefotaxima y ceftazidima
(SHV-2, SHV-12), otras que hidrolizan mas rapidamente la cefotaxima que la
ceftazidima o el aztreonam como la SHV-3 y otras que muestran preferencia por la
ceftazidima (SHV-4, SHV-6). La mayoria de BLEE tipo SHV se han encontrado
en cepas de K. pneumoniae, aunque estas enzimas también se han descrito en C.
koseri, E. coli y P. aernginosa™ ** . 1a enzima SHV-12 se ha descrito en todo el

. : 28, 87
mundo y se ha encontrado en cepas aisladas de animales y humanos™ "',

CTX-M: Han sido descritas principalmente en E. /i, aunque se han encontrado
en otras enterobacterias. Se han convertido en el grupo de BLEE mas descrito
durante los ultimos 10 afios, especialmente en Europa y Sud-América'’. Las cepas
de E. cli productoras de estas betalactamasas y aisladas del hospital y la
comunidad, a menudo presentan corresistencia a trimetoprim-sulfametoxazol,
tetraciclina, gentamicina, tobramicina y ciprofloxacino'”. La presencia de estas
enzimas se ha descrito en diferentes especies de la familia Ewterobacteriaceae y en
zonas geograficas muy distintas, la mayorfa de sus genes de codificacion
plasmidica. La divergencia de la secuencia aminoacidica asi como la dispersion
temporal y espacial de las cepas que expresan estas betalactamasas hace dificil
predecir su origen. Se cree que alguna de las betalactamasas plasmidicas tipo CTX-
M derivan de la betalactamasa cromosomica de Kiuyvera ascorbata o K. cryocrescens,

7. 98
con las cuales muestran una alta homologfa ™.

Cabe destacar la existencia de ciertas enzimas identificadas inicialmente en zonas
concretas de Europa occidental como la CTX-M-9 y CTX-M-14"*"""* y Ja CTX-
M-10". Actualmente, las enzimas CTX-M-14, CTX-M-3, CTX-M-15 y CTX-M-2

son las que tienen una mayor dispersion geografica localizandose, incluso, en
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d.

cepas aisladas de animales sanos, lo cual sugiere que éstos podrian comportarse

como reservorio de cepas productoras de estas B-lactamasas'’.

OXA: Las betalactamasas tipo OXA se caracterizan por tener una elevada afinidad
por la oxacilina y la cloxacilina y por ser poco inhibidas por el 4acido clavulanico.
Segun el grado de homologia de las secuencias nucleotidicas se dividen en 9
grupos, dentro de los cuales algunos enzimas presentan actividad frente a

5

cefalosporinas de 3* y 4* generaciéon y/o aztreonam'”. Estas betalactamasas

plasmidicas de espectro extendido raramente se han encontrado en enterobacterias

: . 133, 137
y son predominantes en P. aeruginosa”

Se caracterizan por hidrolizar
preferentemente la cefotaxima y una menor actividad frente al aztreonam, ademas

son poco inactivadas por el acido clavulanico.

Otras BLEE: La betalactamasa PER-1 se describié por primera vez en una cepa

104

de P. aernginosa aislada en Turquia . Después se encontrd en cepas de S. enterica

serovar Tiphymurium'™ 'y _Acnetobacter banmanni”. PER-1 esta dispersa por
Turquia encontrada en el 60% de las cepas de A baumannii resistentes a
ceftazidima. Una enzima relacionada, PER-2, que tiene un 86% de homologia con
PER-1, fue encontrada en S. enferica serovar Tiphymurium en Argentina’. VEB-1,
encontrada por primera vez en una cepa de E. c/i aislada de un paciente de
Vietnam, fue descrita también en Tailandia en una cepa de P. aeruginosa’™. CME-1,
aislada de Chryseobacterinm meningoseptics” en Ttalia'*; TLLA-1, descrita en una cepa de
E. ¢l en México; SFO-1, encontrada en Enterobacter choaca®; GES-1 descrita en
una cepa de K. pneumoniae'* aislada en Francia y GES-2 descrita en P. aernginosa''’

en Sud-Africa son otras BLEE poco frecuentes no relacionadas con ninguna

familia de BLEE.
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1.4.4 Deteccion de BLEE

La deteccion de las BLEE en la rutina de un labortorio de microbiologfa clinica no
siempre es facil, y debe tenerse en cuenta pequefias disminuciones de sensibilidad a
C3G (incremento de la concentraciéon inhibitoria minima, CIM, o halo de
inhibicién disminuido), presencia de sinergia entre C3G o C4G y el acido
clavulanico, bordes de los halos de inhibicién irregulares, asi como resistencias

asociadas especialmente a aminoglucésidos y quinolonas.

Se han desarrollado muchos test fenotipicos para la detecciéon de BLEE desde los
afos 80. Todos ellos se fundamentan en la actividad inhibitoria del 4cido

clavulanico.

Durante estos afios han existido diferentes criterios y recomendaciones regulados
por varias organizaciones que establecen los puntos de corte y estudian los
aspectos técnicos de las pruebas de sensibilidad antimicrobiana realizadas 7z vitro.
Entre ellos tenemos el CA-SFM ** en Francia, el DIN* en Alemania, el CRG” en
Paises Bajos, el NWGA® en Noruega y el SRGA'™ en Suecia. En este estudio
hemos utilizado los criterios y recomendaciones del CLSI (Clinical and 1.aboratory
Standards Institute)” 'y del BUCAST (The European Committee on Antimicrobial
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Susceptibility Testing) .

Independientemente del valor de sensibilidad obtenido en el laboratorio, existia un
consenso para informar la sensibilidad de los microorganismos portadores de
BLEE, dando el resultado como intermedios o resistentes a todas las

cefalosporinas (incluyendo cefalosporinas de tercera y cuarta generaciéon excepto

44



Introduccion

cefamicinas), y las asociaciones con inhibidores se mantendrian activas para el

tratamiento de las infecciones urinarias segin el CA-SFM™.

Actualmente la interpretacion del antibiograma y establecimiento de los puntos de
corte han generado un gran debate, y, tanto el CLSI” como el EUCAST"
proponen considerar la sensibilidad a estas cefalosporinas indistintamente del
mecanismo de resistencia implicado segun los nuevos puntos de corte propuestos.
De esta manera se propone la posibilidad de utilizar las cefalosporinas de tercera y
cuarta generacion en el tratamiento de las infecciones por bacterias portadoras de
BLEE”. Sin embargo, cabe resaltar que tanto la deteccién como la caracterizacién

de las BLEE son de vital importancia para estudios de vigilancia epidemioldgica.

Asi, entre los métodos de sereening recomendados para la deteccion de BLEE

tenemos:

a. Método de disco difusion: En esta prueba se puede determinar el patron
fenotipico del aislado, observando la resistencia a penicilinas, cefalosporinas de
primera y segunda generacion, sensibilidad a cefoxitina, reduccion significativa
de alguna cefalosporina de tercera o cuarta generacion o aztreonam, y ademas
se observa un efecto de sinergia de los compuestos anteriores con el acido
clavulanico. También se le conoce con el nombre de prueba de doble difusion

(Figura 8 y 9a).
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Figura 8: Patrén de resistencia caracteristica de la betalactamasa CTX-M-9. AMP,
ampicilina; PIP, piperacilina; CEP, cefazolina; NAL, ac. nalidixico; CXM, cefuroxima;
CAZ, ceftazidima; CFO, cefoxitina; CIP, ciprofloxacino, CTX, cefotaxima, AMC,
amoxicilina-ac. clavulanico; FEP, cefepime, PI+TZ, piperacilina-tazobactam; AZT,
aztreonam; IMI, imipenem.

Otras variantes son la utilizaciéon de discos cargados con una cefalosporina de
tercera o cuarta generacion y otros discos con el mismo betalactimico mas acido
clavulanico. Segun el CLSI una disminucién de > 5mm en el halo de inhibicién
cuando se prueba en combinacién con acido clavulanico comparado con el
didmetro del halo cuando se prueba sin acido clavulanico confirma la produccion

de BLEE.

b. Determinacion de Ia concentracion inhibitoria minima (CIM): Se trata de
la minima concentracién del antibiético, expresado en mg/L, capaz de inhibir
el crecimiento bacteriano. Segin el CLSI una disminucién > 3 diluciones en la

CIM de una cefalosporina cuando se prueban en combinacién con acido
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clavulanico, comparado con la CIM cuando se prueba sin acido clavulanico

confirma la producciéon de BLEE.

Tanto el CLSI como el EUCAST han estado debatiendo si los nuevos puntos
de corte de la CMI establecidos para enterobacterias pueden predecir el éxito o
fracaso clinico incluso sin pruebas auxiliares de deteccion, entrando en debate
si realmente es necesaria la busqueda de la presencia o ausencia de BLEE antes
de emitir el informe de sensibilidad. Ambos comités llegaron a la conclusion de
que, si el punto de corte es correcto puede llegarse a obviar la necesidad de
detectar las BLEE para predecir el éxito clinico, pero siempre teniendo claro
que tanto la detecciéon como la caracterizacién son de vital importancia para

estudios de vigilancia epidemioldgica.

Otras pruebas comerciales:

Entre ellos tenemos la técnica de difusién en gradiente como las tiras de
Epsilon-Test (E-Test), las cuales generan un gradiente de concentraciéon de la
cefalosporina sobre el medio, en un extremo puede contener ceftazidima
(gradiente de 0,5-32 mg/L), cefotaxima (gradiente de 0,25-16 mg/L), o
cefepime (gradiente de 0,25-16 mg/L); y en el otro extremo ceftazidima
(gradiente de 0,0064-4 mg/1), cefotaxima (gradiente de 0,016-1 mg/L), o
cefepime (CIM fest range 0,0064-4 mg/L), en combinacién con 4 mg/L de
acido clavulanico (Figura 9b). Una disminucién en la CIM > 3 diluciones en la

presencia del acido clavulanico confirma la producciéon de BLEE.
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Figura 9. (a) Prueba de doble difusidn en disco, estudio de sinergia. (b) Método del E-test

Cica-Beta Test 1, el cual detecta BLEE directamente de colonias aisladas
mediante un protocolo de 15 minutos (se considera s6lo como un test de
screening rapido). Este test se fundamenta en la actividad hidrolitica de las
betalactamasas al hidrolizar la oxyimino-cephalosporina cromogénica HMRZ-
86, asi como del efecto inhibidor de diferentes substancias como el 4cido

s s s o s 3 78, 11
clavulanico, el acido borénico y el 4cido mercaptoacético mas EDTA™ ',

d. Sistemas automatizados: en los laboratorios clinicos de rutina cada vez se
emplean mas los sistemas automatizados puesto que implica una disminucién
en el tiempo de detecciéon y mejora la relacién coste-eficacia. Numerosos
estudios han informado sobre la precision y las limitaciones de estos sistemas'®
' lo cual obliga al fabricante a realizar constantes mejoras y actualizaciones de

software. Entre ellos tenemos los sistemas Vitek 2° (BioMerieux), MicroScan
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WalkAway® (Siemens), Sensititre” (Trek Diagnostics Systems) y BD Phoenix”

(Becton Dickinson).

Métodos moleculares:

Debido a que la deteccion fenotipica de las BLEE implica un tiempo de espera
a considerar y los resultados muchas veces pueden ser dificiles de interpretar,
se ha desarrollado diferentes aproximaciones moleculares. L.a mayoria de estas
aproximaciones son adaptaciones propias de cada centro aunque ya empiezan
a aparecer sistemas comerciales con capacidad para detectar BLEE. Uno de
ellos y quizas el mas versatil por su amplio abanico de betalactamasas que
puede detectar es Check-Points ESBL. Array (Hain Lifesciences) capaz de
detectar BLEE, KPC, AmpC (CMY, DHA, FOX, MOX, ACC, MIR y ACT) y
carbapenemasas (VIM, IMP, ND1 y OXA-48). Este método se basa en una
primera reacciéon de ligacién con multiples iniciadores seguida de una

amplificacion y una hibridacién en un array de baja densidad™*.
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1.5. Antecedentes histéricos y contextualizacion de la presente tesis doctoral.

En Espafia, la aparicion de las enzimas BLEE ha sido aparentemente tardia describiéndose,
por primera vez, microorganismos productores de BLEE en el afio 1988. Posteriormente

se fueron realizando diversos estudios con diferentes prevalencias.

Asi, entre los afios 1993 y 1995 se detecto en el Hospital de Bellvitge (Barcelona) un brote
causado por K. preumoniae portador de BLEE'". En el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau
(Barcelona) entre los afios 1994 y 1996, sélo el 0,14% de E. coli y el 0,17% de K. pneumoniae,

eran portadoras de BLEE, detectindose TEM-12, SHV-2 y CTX-M-9'*",

En el Hospital Ramoén y Cajal (Madrid) durante el periodo 1989-2000 se encontré que las
cepas de K. pneumoniae productoras de BLEE constitufan un 4,8% del total y se observaron
hasta seis BLEE diferentes (TEM-4, SHV-2, SHV2a, SHV-5, CTX-M-10 y CTX-M-9)".
Finalmente, en un estudio multicéntrico espafiol del afio 2000 se encontré una prevalencia

de BLEE del 0,5y 2,7% en E. coli y K. pneumoniae respectivamente®.

Asi, en varios hospitales nacionales se fue constatando un incremento en la prevalencia de
microorganismos portadores de BLEE, y ademas se observé que la diversidad en el tipo de
BLEE encontradas también iba en aumento, incluso en un mismo centro. Es por esto que
se plante6 un nuevo estudio a nivel nacional para conocer la evoluciéon de estas BLEE y su

prevalencia en Espafia (Articulo I).

Una vez determinada la prevalencia de estos enzimas y observado el incremento, surgi6 la
cuestion de cuales eran los mecanismos implicados en esta capacidad de difusion; si se

trataba de la difusidon de unos clones conctetos o si se trataba de la difusion de elementos
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méviles como plasmidos, secuencias de insercion u otros elementos, con lo cual se planted

el estudio del entorno genético de los genes blay; ;. (Articulo IT).

Por dltimo, se considerd de interés conocer la estructura poblacional de las cepas de E. co/i
portadoras de BLEE. Para ello se seleccionaron cepas no relacionadas
epidemiolégicamente (con diferentes patrones de PFGE) para determinar el ST por

Multilocus Sequence Typing (MLST) y el grupo filogenético (Articulo III).
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2. OBJETIVOS

“Los objetivos son los ingredientes que dan
propdsito a nuestra vida”
Anénimo






Objetivos

2. OBJETIVOS

1. Caracterizar y establecer la relacién clonal de las cepas portadoras de betalactamasa de
espectro extendido (BLEE) en Escherichia coli v Klebsiella pnenmoniae aisladas en once

hospitales espafioles, durante el periodo enero-marzo del 2004 (Articulo I).

2. Caracterizar los plasmidos donde se localizan los genes blay, 1y, v los entornos genéticos

de dichos genes (Articulo II).

3. Conocer la estructura poblacional de E. e/ portadora de BLEE (Articulo I1I).
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“No basta con alcanzar la sabiduria, es necesario saber ntilizarla”
Marco Tulio Cicerén
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacion y epidemiologia de las BLEE (Articulo I)

3.1.1 Seleccion de las cepas

Las cepas objeto de estudio fueron aisladas durante el primer trimestre del ano 2004
de muestras patolégicas de pacientes atendidos en 11 hospitales espafioles:
Corporaci6 Hospitalaria Parc Tauli (CPT) de Sabadell, Hospital Germans Trias i
Pujol (HGTP) de Badalona, Hospital Vall ’Hebron (HVH) de Barcelona, Hospital
de la Santa Creu 1 Sant Pau (HSP) de Barcelona, Hospital Clinic (HC) de Barcelona,
Hospital de Bellvitge (HB) de 'Hospitalet, Hospital Son Dureta (HSD) de Mallorca,
Hospital de la Ribera (HR) de Alzira, Hospital Virgen de la Macarena (HVM) de
Sevilla, Hospital Virgen del Rocio (HVR) de Sevilla, y Hospital Ramoén y Cajal
(HRC) de Madrid. Se estableci6 enviar sélo los 15 primeros aislamientos de E. co/i y
los 5 primeros de K. pnenmoniae con sospecha de ser portadores de BLEE
considerando so6lo una cepa por paciente (el nimero de aislamientos obtenidos
varié en cada hospital). Esto supuso un total de 142 cepas de E. /i y K. pneumoniae
productores de BLEE: 15 en el HGTP, HVH, HRC, HVR y HC; 14 en el HSP,

CPT y HSD; 11 en el HVM; 10 en el HB; y 4 en el HR.

De las 142 cepas, 102 cepas fueron E. coli y 40 K. pneumoniae. Se descartaron 18
cepas (10 E. wli vy 8 K. pneumoniae) por presentar un fenotipo compatible con
hiperproduccién de su betalactamasa cromosémica. Por lo tanto, se incluyeron un

total de 92 cepas de E. w/i y 32 de K pnewmoniae para la caracterizacion de las

BLEE.
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Para la caracterizaciéon de los plasmidos y la determinacién de los entornos de los
genes bla se seleccionaron 58 cepas (40 de E. coli y 18 de K. pnenmoniae) en funcion
de la prevalencia de cada tipo de BLEE encontrada. Y, por dltimo, se determinaron

los tipos de MLST y grupos filogenéticos de las 92 cepas de E. co/i.

Las 124 cepas portadoras de BLEE fueron aisladas de 54 (43%) varones y 70 (57%)
mujeres. En funciéon del tipo de infeccién, el 51,6% fueron infecciones

nosocomiales, mientras que el 48,4% fueron comunitarias.

Al desglosar estas caracteristicas epidemiologicas en funciéon del microorganismo
aislado, se observé que la infeccion por E. co/i tuvo lugar en 34 varones (37%) y en
58 mujeres (63%); en 39 de los casos (42,4%) fueron infecciones nosocomiales y en
53 (57,6%) comunitarias. Por el contrario, la infeccion por K. pneumoniae, tuvo lugar
en 20 varones (62,5%) y 12 (37,5%) mujeres; en 25 casos (76%) fueron infecciones
nosocomiales y en 7 (25%) comunitarias. La diferencia en la prevalencia de
infecciones nosocomiales por K. pneumoniae y E. coli resultd significativa (76% us

42% p=0,001).

Los servicios de los que provenian los pacientes con infeccion intrahospitalaria por
E. cli y K pneumoniae productores de BLEE fueron principalmente: medicina
interna (48,7% y 44% respectivamente), cirugia (25,6% y 16%), unidad de cuidados
intensivos (12,8% y 20%), pediatria (7,7% y 4%), consultas externas (2,6% y 4%) y
otros (2,6% y 12%). En ningun caso las diferencias llegaron a ser estadisticamente
significativas. Las cepas de E. ¢/ productoras de BLEE se aislaron de orinas
(68,5%), sangre (10,9%), exudados (8,7%), muestras respiratorias (3,3%), liquidos

estériles (2,2%), catéteres (1,1%), y otras muestras (5,4%); y las cepas de K
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pnenmoniae productoras de BLEE se aislaron de orinas (43,8%), exudados (21,9%),
sangre (12,5%), muestras respiratorias (12,5%), liquidos estériles (3,1%), catéteres

(3,1%) y otras muestras (3,1%).

El rango de edad de los pacientes en los que se aislé E. co/ oscilé entre un mes 'y 97
afios siendo la media de 60 afios. En el caso de K. pneumoniae el rango fue de un dia

a 90 aflos y la media de 57 anos.

Las caracteristicas demograficas de los pacientes portadores de BLEE en el
presente estudio son similares a los estudios previamente publicados®. Es de
destacar la mayor prevalencia de infecciones nosocomiales por K. pneumoniae que
por E. coli (76% vs 42%; p=0,001). Alrededor del 75% de 50 estudios
epidemioldgicos realizados a escala mundial (donde se recogen datos de mas de
3000 pacientes), han revelado que las infecciones nosocomiales causadas por

. ; - 109
organismos productores de BLEE son en su mayoria causadas por K. preunoniae ™.

3.1.2 Relacion clonal de las cepas

De los 124 aislamientos estudiados por la técnica de PFGE, en 10 (nueve E. co/i y
una K. pneumoniae) no se obtuvo ningun patrén de restriccion con Xbal. Mediante el
analisis por Rep-PCR se descarté la asociacion clonal de estos nueve aislamientos
de E. /i entre ellos y respecto a aquellos que por fecha y lugar de aislamiento y tipo
de BLEE producida se consider6 que pudieran estar epidemiolégicamente

relacionados.
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El analisis comparativo de los patrones de restriccion de DNA genémico obtenidos
por PFGE mostr6 una gran diversidad clonal entre los aislamientos de E. co/i
(Figura 10). Sélo se observaron cinco custers de dos cepas cada una con pulsotipos
idénticos pertenecientes a cuatro hospitales distintos: dos en el HGTP (clones 1y

2) y los otros tres en el HVH (clon 3), CPT (clon 4) y HB (clon 5).

En K. pneumoniae se observo una menor diversidad clonal, detectandose tres clusters
que inclufan 17 (51,5%) de los 32 aislamientos estudiados (Figura 11). El custer 1
estaba constituido por cuatro cepas con pulsotipos idénticos procedentes del HVR.
El cluster 2 incluia diez cepas, genéticamente relacionadas y subagrupadas en cuatro
cepas idénticas del HSD (patrén 2), una cepa del HSP probablemente relacionada
(diferencia de dos bandas) (patrén 2a), y otras cuatro iguales dos a dos procedentes
del HC probablemente relacionadas entre ellas (diferencia de 1 banda) y con las
cepas del patrén 2 (diferencia de 3 bandas) (patrén 2b y 2c¢). La cepa 1213 del HSP
también se incluyo en el duster 2, considerandose posiblemente relacionada con el
patron 2. Se detectd un tercer custer (patron 3) con cuatro cepas del CPT, tres

idénticas y una cuarta probablemente relacionada (patrén 3a).
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Figura 10. Dendrograma de las 83 cepas de E. coli con BLEE. Se detalla el n2 de cepa,
las iniciales del hospital de procedencia, el pulsotipo y finalmente la BLEE identificada.
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Figura 11. Dendrograma de las 31 cepas de K. pneumoniae con BLEE. Se detalla el n2 de cepa,
las iniciales del hospital de procedencia, el pulsotipo y finalmente la BLEE identificada.
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3.1.3 Caracterizacion de BLEE

A continuacion para la caracterizacion de las diferentes BLEE se realizo la técnica
de isoelectroenfoque (IEF) para determinar el punto isoléctrico (pI) de las
betalactamasas presentes en cada aislado. En funcién de los pl obtenidos se
realizaron PCR con iniciadores especificos para las familias de CTX-M, SHV y
TEM y posteriormente se procedié a realizar la secuenciacién del producto
amplificado. Ademas, se realiz6 la técnica de conjugaciéon en medio liquido
empleandose las cepas E. co/f HB101 resistente a kanamicina y rifampicina, E. co/

BMG694 y E. coli BM21; ambas resistentes a acido nalidixico.

De la caracterizacion genética de las BLEE se obtuvo que 72 (78,3%) de las 92
cepas de E. ol presentaron una BLEE tipo CTX-M; 42 (45,7%) CTX-M-14, 19
(20,6%) CTX-M-9, cuatro (4,3%) CTX-M-1, tres (3,3%) CTX-M-15, tres (3,3%)
CTX-M-3, dos (2,2%) CTX-M-32 y una (1,1%) CTX-M-10. Veinte cepas (21,7%)
presentaron SHV-12. Dos de estas cepas expresaron conjuntamente SHV-12 y

CTX-M-9 (Tabla 5).

De las 32 cepas de K. pneumoniae, 21 (65,6%) presentaron una BLEE tipo CTX-M;
10 (31,3%) CTX-M-1, siete (21,9%) CTX-M-9, tres (9,4%) CTX-M-14, una (3,1%)
CTX-M-15; 10 (31,3%) de tipo SHV, nueve (28,1%) SHV-12 y una (3,1%) SHV-5;

y finalmente, una TEM-4 (3,1%) (Tabla 6).
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De los cinco duster de dos aislamientos cada uno detectados en E. co/, tres de ellos
son productores de CTX-M-14 y dos de CTX-M-9. En K. pnenmoniae, €l cluster 1
produce una SHV-12, el duster 3 una CTX-M-9, y el cduster 2, que afecta a 3

hospitales distintos, una CTX-M-1 (Figura 11).

Mediante conjugacién se observé la movilidad de los genes portadores de las
BLEE. Se obtuvieron transconjugantes en el 72,6% de las cepas. La frecuencia de
conjugacién fue muy variable, entre 3 x 10° hasta >10". Se obtuvieron
transconjugantes en 70 de las 92 cepas de E. w/ (76%) y en 20 de las 32 de K
prenmoniae (62,5%), no detectandose ninguna relacién entre la frecuencia de

conjugacién y el tipo de BLEE implicada.

Es importante resaltar que los microorganismos no soélo desarrollan diferentes
mecanismos de resistencia, sino que también son capaces de acumularlos, y en
consecuencia, generan multirresistencias, lo cual significa un grave problema para la
salud publica. Se ha demostrado la relacion entre la administraciéon de
cefalosporinas de tercera generaciéon y la adquisicion de una cepa portadora de
BLEE>", asf como también se ha visto la relacién que existe con la administracién

4

37, 140 : 2l 3,7
’ , aminoglucésidos™ ™ y

1377

de otros antibiéticos como quinolonas , cotrimoxazo

metronidazol™.

Las betalactamasas tipo CTX-M con frecuencia se encuentran relacionadas con
estructuras genéticas como los integrones, y concretamente los integrones de clase
1 asociados a ISCRT, capaces de integrar otros genes que confieren la resistencia a

aminoglucésidos, cloranfenicol, sulfamidas y, en menor grado, a la rifampicina'’.
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Concretamente se han descrito diferentes integrones como el In60'> que posee el
gen blacy o, conjuntamente con el gen aadA2, que confiere resistencia a los
aminoglucésidos, el gen dfrA16, que confiere resistencia al trimetoprim y s#/l que
confiere resistencia a las sulfamidas. También se han descrito los integrones In$§27 e
In35 que contienen el gen blacx ., - Por otro lado, existen otros elementos
genéticos como los transposones o las secuencias de insercion (IS) que pueden
facilitar la movilidad de los genes. Por ejemplo, el gen blacry 14 presenta en el
extremo 5 la ISE@T7 y en el extremo 3’ la IS903, secuencias también descritas
alrededor de los genes de resistencia a aminoglucésidos o quinolonas®. Ta
caracterizacion de todos estos elementos en nuestras cepas es parte del segundo

trabajo que se presenta en esta tesis y que se comentara posteriormente.

Asi, en nuestro estudio, se ha observado que en funcién de la BLEE, las cepas
mostraron una multiresistencia a tres o mas antibiéticos no betalactimicos,
principalmente a tetraciclina (de 62,5 a 94,5%), acido nalidixico (de 69 a 89%) y

cotrimoxazol (de 33,3 a 44,5%) (Tabla 7).
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El creciente aumento de las infecciones por BLEE es un problema mundial que
conlleva el incremento de la resistencia a antimicrobianos de primera eleccion tanto
en la comunidad como en los hospitales. Este aumento se atribuye, en general, al
uso inadecuado de antimicrobianos y al intercambio de elementos genéticos de
resistencia entre microorganismos™ > %,

La prevalencia de cepas con BLEE puede ser muy variable entre diferentes paises,
ciudades e incluso hospitales de una misma ciudad”> . Ademas, las BLEE
detectadas pueden variar de una institucion a otra. Son varios los estudios previos al
nuestro en los que se ha hecho el seguimiento de BLEE en hospitales espafoles y
en donde se evidencia esta distinta distribucién e incidencia' ™ ** **; observandose
que, si hace dos décadas la mayoria de BLEE provenian de K. preusmoniae y eran
mayoritariamente enzimas de las familias SHV y TEM, actualmente este panorama
ha cambiado constatindose que la mayoria de los aislamientos son portadores de
BLEE tipo CTX-M, reconociéndose con mayor frecuencia en E. co/i que en el resto

7,

. . . 113 ., ..,
de enterobacterias incluyendo K. prmeumoniae” . Cabe remarcar también la aparicion

de un clon virulento de E. /i (0O25:H4-ST131) productor de CTX-M-15

. . . . 1()1
diseminado intercontinetalmente

y que en Espafia, ademas de haberse aislado en
humanos, también se ha encontrado en granjas de aves pero produciendo CTX-M-
9%, Asi también, posteriormente a nuestro estudio, en el ano 20006, se observé un

incremento en el porcentaje de producciéon de BLEE en E. e/ del 0,5% al 4,04% y

en K. pnenmoniae del 2,7% al 5,05% comparado con el estudio del afio 2000*.

Los resultados de nuestro estudio muestran que entre las cepas de E. coli

productoras de BLEE no existe un clon predominante. Se han encontrado
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pequenos clusters formados por cepas que expresan mayoritariamente CTX-M-14.
La caracterizacion de las BLEE mostré en E. /i un predominio de CTX-M-14
(45,7%), CTX-M-9 (20,6%) y SHV-12 (21,7%), aislandose también diversos tipos
de CTX-M (CTX-M-1, CTX-M-3, CTX-M-15 y CTX-M-32). Estos resultados
concuerdan con estudios puntuales anteriores, donde ya se describe, por un lado,
una prevalencia mayor de CTX-M-14 que de CTX-M-9, asi como un incremento en
la diversidad de enzimas tipo CTX-M'" """ la sustitucién de cepas portadoras de
SHV-2 por cepas con SHV-12*"*! o la disminucién de cepas portadoras de BLEE

tipo TEM.

El porcentaje de cepas de E. cw/i portadoras de BLEE tipo TEM en el afio 2000 era
de un 19%%, mientras que en este estudio no se ha aislado ninguna cepa. Es de
resaltar la baja incidencia de cepas con CTX-M-15, pues estas cepas se han descrito

; : 29, 77
amphamente en otros palses europeos ’

y cuya diseminacion se debe a clones del
grupo filogenético B2 o D y a los complejos clonales ST131” y ST405”. En nuestro
estudio sélo se detectaron 3 cepas de E. c/i productores de CTX-M-15 que no
estan genéticamente relacionadas, y que ninguna pertenece a los ST antes citados, al
contrario de lo descrito posteriormente en aislamientos nosocomiales y
comunitarios de distintos centros sanitarios de Madrid entre Enero de 2004 y

Agosto de 2005, donde se hall6 que el 83% (n=151) de las cepas estudiadas

presentaban la CTX-M-15"%,

Se ha detectado una mayor homologia genética entre los distintos aislamientos de
K. pnenmoniae productoras de BLEE que la observada en E. ¢/, con la presencia de

pequenos clusters producidos por cepas portadoras de SHV-12, CTX-M-9 vy
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principalmente de CTX-M-1. Cabe destacar la diseminacién clonal interhospitalaria
de aislamientos de K. pnenmoniae productores de CTX-M-1 detectada en dos centros
de Barcelona (HSP, HC) y uno de Mallorca (HSD). En este ultimo centro se habia
detectado previamente la existencia de un brote intrahospitalario de K. pneumoniae

productora de CTX-M-1%.

En K pnenmoniae, al igual que en E. coli, las BLEE tipo TEM han disminuido,
detectandose tan sélo una cepa productora de TEM-4. De la familia SHV se
encontraron las enzimas SHV-12 (28,1%) y SHV-5 (3,1%), no aislandose ninguna
cepa con SHV-2. Nuestros resultados son similares a los descritos en algunos

hospitales espafioles”” '

, pero difiere del estudio multicéntrico del 2000, donde el
58% de las cepas presentaban BLEE tipo TEM y un 29% tipo SHV, describiéndose
cepas con SHV-2 y SHV-2a%® (Figura 12). Si se selecciona una cepa por clon, se
observa que la enzima predominante en K. preumoniae, dentro de la familia de las
CTX-M, es CTX-M-1 y CTX-M-9, ambas con un 15,6% cada una, seguida de CTX-
M-14 con un 6,2%. A diferencia de lo desctito en el estudio multicéntrico del 2000,
donde se destacé la presencia de cepas portadoras de CTX-M-10 (13%)* y que
parece endémica en el area de Madrid'™® ™, en este trabajo se aislé s6lo una cepa con
esta enzima. En el presente estudio, también se evidencia la apariciéon de cepas de
E. coli portadoras de dos BLEE (CTX-M-9 y SHV-12). Esta asociacién ha sido

documentada previamente, aunque no se detecté en el estudio multicéntrico del

afio 2000
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Figura 12. BLEE encontradas en diferentes comunidades auténomas en el afio 2000 (a) y 2004 (b)
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3.2 Caracterizacion de los plasmidos portadores de genes blag; y su

correspondiente entorno genético (Articulo II).

Una vez identificadas las enzimas BLEE y determinado el patrén de resistencia a
antibiéticos no betalactamicos, se procedié a caracterizar los plasmidos que
codificaban dichas betalactamasas y su entorno genético. Se seleccionaron 58 cepas
representativas de las familias CTX-M (n=45: 14 CTX-M-9, 13 CTX-M-14, 7 CTX-M-
1, 4 CTX-M-15, 3 CTX-M-32, 2 CTX-M-3 y 2 CTX-M-10) y SHV (n=15: 14 SHV-12
y 1 SHV-5) y sélo una cepa por clon. Dos cepas contenian CTX-M-9 y SHV-12 a la
vez. De las 58 cepas, 24 eran salvajes (15 E.coli y 9 K. pnenmoniae) y 34 transconjugantes

(26 E. coli y 8 K. pnenmoniae).

Se obtuvieron transconjugantes en 70 de las 92 cepas de E. /i (76,1%) y en 20 de las
32 de K. pneumoniae (62,5%) no detectandose ninguna relacion entre el tipo de BLEE
implicada y la frecuencia de conjugacion; siendo la frecuencia muy variable, entre 3 x
10® hasta >10"". Los transconjugantes obtenidos constituyeron el 72,6% del total de las

cepas estudiadas.

Los grupos de incompatibilidad de los plasmidos portadores de los genes blay, .
fueron determinados mediante la técnica PCR-replicon typing descrita por Carattoli ez
al”. Bl perfil plasmidico de las cepas salvajes y de las transconjugantes se determiné
mediante electroforesis en campo pulsado (Pulsed Field Gel Electrophoresi, PFGE)
utilizando el equipo CHEF (Contour-clamped Homogeneus Electric Field, BioRad) vy
empleando para la digestion del DNA total la endonucleasa §7 (enzima que linealiza el
DNA plasmidico). Los geles fueron transferidos por Southern blot y las membranas
obtenidas fueron hibridadas con sondas especificas para los grupos HI2, HI1, I1-y, X

Bl

/M, N, FIA, FIB, FIC, W, Y, P, A/C, T, K, B/O, FrepB v FIIAs asi como también
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para los genes blacry y blagy,. E1 marcaje de la sonda asi como su deteccién se realizod
usando el & ECL (GE Healthcare Amersham ECLTM, Buckinghamshire, UK)

. , . . . 1
mediante la técnica previamente descrita®.

Los plasmidos portadores de las enzimas CTX-M y SHV presentaron tamafios muy
diversos comprendidos entre 40 y 340 Kb (Tabla 8) y su grupo de incompatibilidad se
pudo determinar en un 94,8% de los casos. Tanto en E. /i como en K. pnenmoniae se
observé un variado numero de grupos de incompatibilidad (IncHI2, IncIl, IncK,
IncN, IncFII, IncFIB, IncFIA, Inc A/C e IncP) (Figura 14 y 15) de los plasmidos
portadores de genes blacy y blagyy, observandose la existencia de un elevado grado
de correlacion entre el grupo de incompatibilidad y la B-lactamasa codificada por el

mismo.

Grupo CTX-M-1 Grupo CTX-M-9

CTX-M-14/ K 12

SHV-12

NI 1

Figura 14. Distribucion de los grupos de incompatibilidad de los plasmidos que codifican
las BLEE estudiadas en E. coli. NI* no pudo determinarse.
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Grupo CTX-M-1 CTX-M-9

CTX-M-15/FIA; 1
HIZ; 3

SHV-12

L

Figura 15. Distribucién de los grupos de incompatibilidad de los plasmidos que codifican
las BLEE estudiadas en K. penumoniae.

La determinacién del entorno genético de los genes blay ;. se realizé6 mediante la
bisqueda de la presencia de secuencias de insercién previamente reportadas que se
encuentran asociadas con el grupo de genes bla-ry,, como las secuencias ISEg7,
18903, 1826, ISCR1 y orf1005'"** '*. Se realizaron las técnicas de PCR y secuenciacién
usando iniciadores previamente descritos’” ™ '”". Adicionalmente se usaron iniciadores
disefiados de acuerdo a las secuencias encontradas en el GeneBank con los nimeros de
acceso: AJ245670, para investigar la presencia del gen que codifica la proteina putativa
RecF; y EF370423 y AY532647, para investigar la presencia del gen regulador DEOR,;

ambos genes relacionados con el grupo SHV.
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Tabla 8. Caracterizacién de los grupos de incompatibilidad de los plasmidos portadores de
los genes blay, ..

Grupo de Tamafio aprox. del

Microorganismo

incompatibilidad plasmido (kb)

blacyx oy (7)  E. coli 2 N 130
K. pnenmoniae 3 N 48
2 FII 22
lacry 5 (2) B coli 1 N 50
1 A/C 40
Ulacyy o (14)  E. coli 6P I1 90-100
1 HI2 340
2 FIB 120
K 90
K. pnenmoniae 1¢ 11 90
3 HI2 200
blacyx a0 (2)  E. coli 1 K 90
1 -d -
Placrewas 12 K 85-90
(13)
1 -d -
blacry \iys (4)  E. coli 2 FIA 160
1 FII 160
K. pnenmoniae 1 FIA 210
blacrx \i5o (3)  E. coli 3 N 60-185
blag \, (14)  E. coli 3 I1 120
4 K 90
1 HI2 340
1 d i,
K. pnenmoniae 3 11 90-220
1 FII 160
1 K 55
blag, 1) K. pnenmoniae 1 FII 160

®humero de cepas, ® dos cepas presentaban Incll e IncP, la cepa presentaba Incll e IncP, “no
pudo determinarse.
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3.2.1 Enzimas del grupo CTX-M-9

En los resultados obtenidos (Tabla 8) se observa que los 14 genes blagy \, detectados
en cepas pertenecientes a diferentes clones se localizaron en plasmidos de un variado
numero de grupos de incompatibilidad: IncIl (n = 7; 50%), IncHI2 (n = 4; 28.5%),
IncP (n = 3; 21.4%), IncF (tepFIB) (n = 2; 14.3%) e IncK (n = 1; 7.1%), resaltando la
presencia de dos replicones (Incll e IncP) en tres de los plasmidos portadores de esta
enzima (2 en E. wli y 1 en K. pneumoniae). Cuatro plasmidos pertenecientes al grupo
IncHI2 provenian de cepas aisladas en tres hospitales de Barcelona, no detectandose
ningun otro plasmido portador de genes blay .y perteneciente al grupo IncHI2. La
asociacion entre los plasmidos de los grupos Incll o IncHI2 con el gen blaciy
observada en este estudio ha sido previamente descrita en Espafia resaltando la

: : so 2 52,70,97
per51stencla de esta asociacion™ ™7,

El anilisis del entorno genético revel6 que los genes blaq1y o € encontraban asociados
con el integron In60, observandose una gran diversidad dentro de este elemento
coincidiendo con estudios espafioles previos’. Las variaciones estuvieron
principalmente relacionadas con delecciones dentro de la region wupstreanz (ISCRT). En
nuestro estudio, una cepa no contenfa los genes ISCR7 y orf7005 en las regiones
upstream 'y downstream del gen bl ., respectivamente, cinco cepas no contenfan el gen

orf7005 en la region downstream y ocho cepas contenfan ambos genes (Figura 10).
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CTX-M-9
(6Incl1, 2 IncFIB) orf513 P orf1005
scoon: | >
4 IncHI2, 1 IncK i
it b orf513 blactx.m-s
1cepas >,
Inci
( ) blacTx-m-s

Figura 16. Representacion del entorno genético del gen blacrx.m.o presente en 14 cepas.

3.2.2 Enzimas del grupo CTX-M-14

De las 13 cepas estudiadas, en 12, el gen blacry 14 S€ encontrd en plasmidos del grupo
IncK, quedando un caso por determinar. Esta asociacién entre el gen blagiy 14 v €l

grupo IncK ha sido previamente documentada en diferentes estudios™”".

En cuanto a su entorno genético, las regiones circundantes del gen blaq 14 fueron
muy conservadas. La secuencia ISECPT se encontrd en la region wpstream y la 1S903
downstream del gen, tal y como ha sido documentado previamente (Figura 17)” y que

. 97
ademas se corresponde con el gen blacry yi14,

CTX-M-14
13 cepas —* l Eﬂ H >~‘ ’
(todas InckK menos una)

lSEcp1 bfac-rx_m_14 1IS903

Figura 17. Representacidn del entorno genético del gen blacrx.m-14a Presente en 13 cepas
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3.2.3 Enzimas del grupo CTX-M-1

Cinco de los siete genes blagiy i, (Tabla 8) se localizaron en el plasmido del grupo
IncN (71,4%) y los otros dos en el IncFII (28,6%). Los tres genes blacry y. 5, también se
encontraron en plasmidos del grupo IncN. La mayoria de los plasmidos tanto de los
que contenian los genes blagry .y cOMO blacry 5, pertenecian al grupo IncN lo cual
coincide con un estudio realizado en Madrid'”. Esto hace énfasis en la relevancia de la
evolucién de los genes blay; 1., dentro de entornos genéticos especificos, como ha sido

sugerido para los genes blacryyio V blacrxyirs -

En cuanto a sus entornos genéticos, la regiéon 3” de la secuencia de insercion ISEgp7
truncada por la IS26, se encontré a 80bp de la region upstream en los 7 genes blacqry 4
(Figura 18). La secuencia IS26 estuvo presente en estas siete cepas en la misma
posicion (en el nucledtido 214 a partir del final de la ISE¢T), observandose en cinco de
ellas, una duplicacién del inicio de la transposasa 1IS26 de 74bp. Ademas en estas cinco
cepas la IS26 estuvo precedida por dos genes (in2.4 y orf10) mostrando un 100% de

homologia con aquellas encontradas en cepas de Comamonas acidovorans (AB063332).
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CTX-M-1
Finaldela ISEcp1
(214bp)

1S26 / \

2 cepas ——1 >

(IncN) 4<—-m“ l/
\/ blactxm-1

80bp

Final de la
Scepas ISEcpt

(3 IncN, 2 IncFll) (214bp)
invA  orfl0 1526 /\

Il

Iniciode la Duplicacién de 74bp de la
ISEcp1 IS26

Figura 18. Representacion del entorno genético del gen blacry.m.1 presente en 7 cepas.
Estas nuevas estructuras fueron depositadas en el GenBank bajo los n2 de acceso

FJ235692 y FJ235693.

De manera similar a los genes blaoy,, €l entorno de los tres genes blacry s,
mostraron la secuencia ISE¢7 a 80bp de la regién wpstream (con una secuencia
nucleotidica idéntica), pero truncada por la secuencia IS5 en lugar de la I1S26, y en

diferente posicion (en el nucledtido 152 desde el final de la ISE¢7) (Figura 19).

CTX-M-32 |
FinaldelalSEcp1
3 cepas (1 52bp)/\
IncN
mﬂﬂm R T LR Rt
Iniciodela \ / blacrx.m.32
ISEcp1
80bp

Figura 19. Representacion del entorno genético del gen blacry.m.32 presente en 3 cepas.
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En relacién a los genes blacry 5 (n = 2), uno estuvo localizado en un plasmido del
grupo IncN, a 48bp de la region downstream de la ISEgp1 y truncado por la 1826, de
manera similar a los entornos de dos genes blagiy . En cuanto al otro, estuvo
localizado en un plasmido del grupo IncA/C, a 45bp downstreans de la ISE¢p1 (Figura

20).

Los plasmidos del grupo IncA/C parecen estar ampliamente diseminados, han sido
detectados en cepas productoras de CTX-M-2 o CMY aisladas en diferentes paises

: 105
europeos y/o americanos .

CTX-M-3

Final de la ISEcp1
(214bp)

1526 / \
o ——— mﬁm—\%/ 5

blactymz

48bp

1cepa
(IncA/C)

ISEcp1 v blacrx.urs

45bp

Figura 20. Representacién del entorno genético del gen blacrym-3. La primera corresponde
a una nueva estructura depositada en el Genebank con el n2 de acceso FJ235691

Tres genes blacry 5 se hallaron en plasmidos del grupo IncF (repFIA) y uno en el
grupo IncFII. Diferentes estudios han sefialado que la diseminacién pandémica de

cepas productoras de CTX-M-15 esta ligada a una cepa de E.co/i perteneciente al clon
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internacional O25b-ST131 B2 * *» "' y/o un plismido FII epidémico, aunque la

asociacion con plasmidos del grupo IncFI ha sido descrita®™ > ™',

Cabe remarcar que los tres E. cw/i portadores del gen blacy,\,5s no estuvieron
clonalmente relacionados. Con respecto al entorno genético del gen blaqiy 5 €l limite
derecho de la ISE¢7 estuvo localizado a 48bp de la region #pstream del gen en todos
los casos, como ha sido previamente descrito en cepas procedentes de Espafa, Francia,

India y Turquia®*”™ ', Una cepa tuvo la ISE¢7 truncada por la 1S26 en el nucleétido

24 a partir del final de la ISE¢7 (Figura 21).

CTX-M-15
3 cepas 44”]]]1 H H e
(2 IncFIA, 1 }
IncFII) ISEC.D?‘ \/ bfac'rx_m_ﬁ
48bp
1 cepa Final dela ISEcp1
(IncFla) ! IS0 (24bp)
\
—< HED>
blacrx.m15
48bp

Figura 21. Representacidon del entorno genético del gen blacrx.m.15 presente en 4 cepas.

Asi, la ISE¢T se encontré siempre en la region upstream del gen blacry que codifica
las enzimas CTX-M-1 /like (Dlacix s Dlacrsnss Olacrs sy Olacrx i) Y €sta fuertemente

. . iy ., . . RIS 73
implicada en la movilizacién de este gen de resistencia a antibidticos ™.
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Con respecto a los dos genes blaqry 10, uno estuvo localizado en el plasmido del grupo
IncK, pero no fue posible determinar el grupo de incompatibilidad del otro. En el
entorno genético de ambos genes, se hallé en la region #pstream del gen, una DNA
invertasa relacionada con fagos (Figura 22) tal y como se ha descrito previamente'”.
Esto sugiere que la movilizacion del gen blagiy o puede haber estado mediada por

transduccion.

CTX-M-10

2 cepas 200bp
(IncK)

DNAinvertasa biacrx.m-10
relacionada con fagos

Figura 22. Representacidn del entorno genético del gen blacrx.m-10 presente en dos cepas.

3.2.4 Enzimas del grupo SHV

Doce de los 14 genes blag,y ,, se localizaron en plasmidos del grupo Incll (n = 6;
42,9%), IncK (n = 5; 35,7%) e IncFII (n = 1; 7,1%) (Tabla 8). L.as dos cepas restantes
eran portadoras de los genes blagiy o V blagyy. 1, en una de ellas ambos genes se
localizaron en el plasmido del grupo IncHI2 (n = 1, 7.1%) mientras que en la otra no
fue posible determinar el grupo de incompatibilidad. Estos resultados concuerdan con

otro estudio que relaciona el gen blag,, con plasmidos de los grupos IncFII, Incll e

IncA/C*.
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En lo referente al entorno genético, la IS26 se encontré a 73 bp de la region wpstream
del gen blag,, , en todos los casos. También se encontré en todas excepto en dos
casos, el regulador de transcripcion DEOR (GenBank EF370423) a 21 bp de la region

downstream del gen blag,,, ,, (Figura 23)

SHV-12
2 cepas
(Inc K)
1526
e H >
‘\/ blasyy.12
73bp
12 cepas
(61Inc 11, 4 IncK, 1 IncFll, 1
IncHI2) 1S26

|_|

\/ blasyy.12
73bp

regulador de

21bp transcripcion DEOR

Figura 23. Representacion del entorno genético del gen blasyy.1, presente en 14 cepas.

El gen blag,, 5 se localizé en el plasmido del grupo Inc FII y en su entorno genético se
encontro la proteina putativa RecF (GenBank AY532647) en la region upstream del gen,
y en la region downstream se halld el regulador de transcripcion DEOR (GenBank

EF370423) (Figura 24).
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SHV-5
1cepa
{Inc Fl1y
///‘. i :’:f
{:\ H
V regulador de
RecF \/ blasyv.s 21bp transcripcion DEOR
600bp

Figura 24. Representacion del entorno genético del gen blasyy.s presente en 1 cepa
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3.3 Estructura Poblacional de cepas de E. coli productoras de BLEE (Articulo
111)

Una vez estudiados los entornos genéticos y la localizacion plasmidica de las
betalactamasas, el Centro Nacional de Microbiologia procedié a estudiar los grupos
filogenéticos y las secuencias tipo mediante Multi Locus Sequence Typing de las 91 cepas
de E. coli (no se pudo secuenciar una cepa), determinando ademas la posible asociacion
entre los diferentes ST y las BLEE.

Como resultados se obtuvo que 37 cepas (40,2%) pertenecieron al grupo filogenético
A, 26 (28,3%) al grupo B1, 13 (14,1%) al grupo B2y 16 (17,4%) al grupo D.

Los estudios de MLST mostraron una gran diversidad de ST. Se identificaron 56 ST's
que se agruparon en 15 complejos ST, considerando las restantes 23 como singletons. El
ST131 (ocho cepas) y ST167 (cinco cepas) fueron los mas prevalentes del grupo
estudiado. Los complejos ST10 (13 cepas; 14,3%) y ST23 (10 cepas; 11%) fueron los
mas comunes (Tabla 9).

Se observé una fuerte asociaciéon entre los complejos ST10 y ST23 y el grupo
filogenético A. Ademas de los ocho ST131, siete pertenecieron al grupo filogenético
virulento B2.

Otro dato de interés que se observé fue que las cepas de E. co/i pertenecientes a los ST
o complejos ST mas prevalentes eran capaces de llevar practicamente todas las BLEE
detectadas en el estudio. El E. ¢/ ST131 fue portador del mayor nimero de BLEE
(CTX-M-1, CTX-M-9, CTX-M-10, CTX-M-14, CTX-M- 15 y SHV-12), seguido del
complejo ST10 (CTX-M-14, SHV-12, CTX-M-9, CTX-M-15 y CTX-M-32).

Con posterioridad a este trabajo, se ha observado una amplia difusién a nivel mundial
del E. coli ST131/B2 asociado a la betalactamasa CTX-M-15, el cual ha sido objeto de

9, 29, 41, 101, 108

muchas investigaciones llegando a considerarsele epidémico. En el presente
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trabajo, de las tres cepas de E. w/i portadoras de CTX-M-15, sélo una correspondi6 al
ST131/B2. Las otras dos correspondieron a los ST167/A y ST653/B2. Ademis, el
ST131 no sélo estuvo asociado a la betalactamasa CTX-M-15, sino también, como
acabamos de mencionar, a las BLEE CTX-M-9, CTX-M-10, CTX-M-14, SHV-12 y
CTX-M-1. Esto concuerda con un estudio en el que el ST131 se asocié con genes bla
del grupo CTX-M-2 y genes blacry s - En ese mismo estudio el ST38 estuvo
asociado con la CTX-M-9 a diferencia de lo hallado en el nuestro en el que esta

asociado con la CTX-M-14.
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Tabla 9: Distribuciéon de los ST y los grupos filogenéticos de 91 cepas de Escherichia

coli portadoras de BLEE relacionados segun su betalactamasa.

BLEE (n) ST complex (n) ST= (grupo filogenético)
CTX-M-14 (41) ST23 (6) igg 1<f(*k>881 (A); 4101 (A); 6121 (A);
ST10 (4) 6172 (A); 48! (A); 167" (A)
ST31 (3) 1301 (D); 393! (D); 613! (D)
ST538 (3) 5382 (D); 620! (B2)
ST46 (2) 6152 (A)
ST101 (2) 101" (B1); 6191 (B1)
ST155 (2) 616! (B1); 621! (B1)
ST156 (2) 348! (B1); 611" (B1)
ST38 (1) 381 (D)
ST69 (1) 091 (D)
ST354 (1) 623! (B2)

Singletons (13)

3593 (B1); 2242 (B1); 1311 (B2); 196!
(B1); 6101 (B1); 6141 (A); 6221 (B2);
624! (D); 625! (B2); 649! (B1)

SHV-12 (18) ST10 (4) 1672 (A); 101 (A); 2271 (A)

ST23 (2) 232 (A)

ST168 (2) 932 (A)

ST101 (1) 6041 (B1)

ST350 (1) 571 (D)

ST354 (1) 3541 (D)

. 1171 (D); 1271 (D); 131! (B2); 2241

Singletons (7) (B1); 2971 (B1); 605! (A);GéOSl A)
CTX-M-9 (17) ST446 (4) 602+ (B1)

ST10 2) 1932 (A)

ST59 (1) 591 (D)

ST156 (1) 156! (B1)

Singletons (9)

1172 (D); 1312 (B2, D); 3591 (B1); 4011
(A); 600t (B1); 606! (B1); 6071 (A)

Otras BLEE (15>  ST10 (3) 1672 (A); 101 (A)
ST23 (2) 881 (A); 4101 (A)
ST46 (1) 6091 (A)

Singletons (9)

1314 (B2); 4012 (A); 540! (A); 603!
(B1); 653! (B2)

2 Numero de cepas en superindice.
b Dos CTX-M-1, tres CTX-M-3, dos CTX-M-10, tres CTX-M-15, tres CTX-M-32 y dos CTX-M-
9 + SHV-12.
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4. CONCLUSIONES

1.

En las infecciones por K. pnenmoniae eran mas frecuentes las infecciones
nosocomiales que las adquiridas en la comunidad. Este comportamiento era
claramente distinto al observado en E. ¢/ aunque no se pueden descartar posibles

sesgos al recoger los datos.

Se observé un incremento en la diversidad de BLEE en E. /i y K. pneumoniae con

respecto a la observada en el afio 2000.

Se observé un incremento en la diversidad de enzimas tipo CTX-M, sustitucion de
cepas portadoras de SHV-2 por cepas con SHV-12 y disminucién de cepas

portadoras de BLEE tipo TEM con respecto al estudio del afio 2000.

Las enzimas predominantes en E. e/ fueron la CTX-M-14 con un 45,7%; la CTX-

M-9 con un 20,6% y la SHV-12 con un 21,7%.

Las enzimas predominantes en K. pneumoniae fueron la CTX-M-1 con un 31,3% y la

SHV-12 con un 28,1%.

Se evidenci6 la aparicion de cepas de E. co/i portadoras de dos BLEE (CTX-M-9 y

SHV-12).
Se observé una gran diversidad clonal en E. co/i y menor en K. pneumoniae.

Se hall6 la presencia de pequefios custers producidos por cepas portadoras
principalmente de CTX-M-1, CTX-M-9 y SHV-12, destacandose la diseminacién
clonal interhospitalaria de aislamientos de K. preumoniae productores de CTX-M-1

detectada en dos centros de Barcelona (HSP, HC) y uno de Mallorca (HSD).
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Las BLEE detectadas se encontraban en plasmidos conjugativos en el 72,6% de las
cepas estudiadas. La frecuencia de conjugaciéon fue muy variable, entre 3 x 10

hasta >107".

No se detecté ninguna relaciéon entre la frecuencia de conjugaciéon y el tipo de

BLEE implicada.

En funciéon de la BLEE, las cepas mostraron multiresistencia a tres o mas

antibidticos no B-lactimicos, en E. /i en un 64,4% y en K. pneumoniae en un 60%.

Los genes blaciy o v blagyy ., se encuentran codificados en plasmidos que

pertenecen a grupos de incompatibilidad muy diversos (Inc 11, HI2, FIB, K y FII).

A pesar de observarse gran variedad en los entornos genéticos, algunos genes bla se
relacionaron de manera comun con determinados elementos moviles: blacry .y, Dlacry .

15 Y blagy 1, con el elemento 1S26; y blacry \14 Y Vlaciy iz con ISEcpT.

Se observo una gran diversidad de tipos de MLST en las cepas de E. ¢/ siendo los

mas frecuentes los complejos ST23 y ST10 y el singleton ST131.

En el afio 2004 aun no se evidencié la difusién de la clona de E. /i O25 ST131/B2
portadora de CTX-M-15, aislandose en este estudio solo tres cepas portadoras de

CTX-M-15 pertenecientes a los ST131/B2, ST167/A y ST653/B2.
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CONCLUSIONS

1.

K. pneumoniae infections were more frequently associated to nosocomial infections
than to community-acquired infections. This behavior was cleatly different from

that observed in E. co/i but possible biases in data collecting can not be ruled out.

The diversity of ESBL in E. ¢/ and K. pneumoniae increased with respect to a

previous epidemiological study.

The diversity of CTX-M type enzymes increased. Moreover, a replacement of
SHV-2 for SHV-12-producing strains and decrease of TEM ESBL-producing

strains was found with respect to studies performed in 2000.

The predominant enzymes in E. co/i were CTX-M-14, 45.7%; CTX-M-9, 20.6% and

SHV-12, 21.7%.

Predominant enzymes in K. preumoniae were the CTX-M-1 with 31.3% and SHV-12 with

28.1%.

The emergence of E. w/ carrying two ESBL (CTX-M-9 and SHV-12) was

detected..

There was high clonal diversity in E. co/i and less diversity in K. preumoniae.

Small clusters, mainly produced by CTX-M-1, CTX-M-9 and SHV-12-carrying
strains, were detected, highlighting the interhospital clonal spread of isolates of
CTX-M-1-producing K. pneumoniae detected in two centers in Barcelona (HSP, HC)

and one in Mallorca (HSD).
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

ESBL were detected on conjugative plasmids in 72.6% of the strains. The

frequency of conjugation varied between 3 x 10° to> 10"

No relationship was found between the frequency of conjugation and type of

ESBL.

Multiresistance to three or more non-betalactamic antibiotics was observed in

E.coli, 64.4%, and K. pneunmoniae, 60%.

The blacry o and blagyy 4, genes were encoded by plasmids belonging to different

incompatibility groups (Inc I1, HI2, FIB, and FII K).

Despite the wide variety of the genetic environments, some bl genes were
commonly linked with certain moving elements: blacry iy Dlacrg s and blagy .,

with the IS26 element and blagry 14 and blacry 5, With ISEpT.

There was a great diversity of MLST types in E. co/i strains, with ST131 being the

most frequent.

In 2004, the spread of ST131/B2 CTX-M-15-producing E. co/i strains had not yet
been identified , and in this study the three strains carrying CTX-M-15 belonged to

the ST131/B2, ST167/A and ST653/B2.
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ORIGINALES

Caracterizacion y epidemiologia molecular de
betalactamasas de espectro extendido en Escherichia coli y
Klebsiella pneumoniae en once hospitales espafioles (2004)
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INTRODUCCION. Se analizé la distribucion epidemiologica

de los diferentes tipos de betalactamasas de espectro
extendido (BLEE) en Escherichia coliy Klebsiella
pneumoniae en distintos hospitales de Espafa y se
comparo con estudios previos.

MEeTtopos. En 11 hospitales espainoles se recogieron los

15 primeros aislamientos de E. coliy los 5 primeros de

K. pneumoniae con sospecha de ser portadores de BLEE,
aislados en el primer trimestre de 2004. Los estudios de
clonalidad se realizaron mediante electroforesis en gel

de campos pulsantes (PFGE) tras digestion del ADN total
con Xbal y mediante ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive
Intergenic Concensus Secuences-Polimerase Chain
Reaction). Las BLEE se caracterizaron mediante
isoelectroenfoque, PCR y secuenciacion.

ResuLTADOS. Se estudiaron 124 aislamientos. El analisis

de los patrones de restriccion obtenidos por PFGE mostré
una gran diversidad clonal entre los aislamientos de E. coli,
observandose cuatro agrupaciones de dos cepas en cada
una de ellas. En las 92 cepas de E. coli, la caracterizacion
de las BLEE mostré un predominio de CTX-M-14 (45,7%),
CTX-M-9 (20,6%) y SHV-12 (21,7%). En las 32 cepas de

K. pneumoniae se observé una menor diversidad clonal,
detectandose tres agrupaciones que incluian el 53,1%

de los aislamientos. Las BLEE detectadas en estas cepas
fueron del tipo CTX-M en 20 casos (62,5%) (CTX-M-1,
CTX-M-9, CTX-M-14 y CTX-M-15), de tipo SHV en 11
(34,4%) (SHV-12 y SHV-5) y TEM-4 (3,1%) en una.
ConcLUSION. Las cepas de E. coliy K. pneumoniae
analizadas en ese periodo presentan una mayor diversidad
de BLEE que la observada en estudios epidemioldgicos
realizados con anterioridad. Ademas, el analisis de la
relacion clonal defini6é una gran diversidad en E. coli

y menor en K. pneumoniae.
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Characterization and molecular epidemiology
of ESBL in Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae
in 11 Spanish hospitals (2004)

INTRODUCTION. The epidemiological distribution of
extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) types

in Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae was
evaluated in various hospitals in Spain and compared
with previous studies.

MEeTHODS. A total of 11 Spanish hospitals participated
in this study. Each center collected the first 15 isolates
of E. coli and the first 5 of K. pneumoniae suspected of
being ESBL-producers and isolated during

the first quarter of 2004. Clonal study was done

by PFGE after total DNA digestion with Xbal and

by ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic
Concensus Secuences-Polimerase Chain Reaction),
typing. ESBL-producers were characterized by
isoelectric focusing (IEF), PCR and sequencing.
ResuLTs. A total of 124 strains were collected. PFGE
restriction patterns showed considerable diversity
among E. coli strains; 4 clusters of 2 strains each were
detected. ESBL characterization of 92 E. coli strains
showed a predominance of CTX-M-14 (45.7%),
CTX-M-9 (20.6%) and SHV-12 (21.7%). Clonal diversity
among the 32 K. pneumoniae strains was less
pronounced than in E. coli; 3 clusters included 53.1%
of strains. The ESBL detected in these strains
included a CTX-M type in 20 cases (62.5%)

(CTX-M-1, CTX-M-9, CTX-M-14 and CTX-M-15);

a SHV type in 11 (34.4%) (SHV-12 and SHV-5)

and TEM-4 (3.1%) in 1 case.

ConcLrusioN. The E. coli and K. pneumoniae strains
analyzed in this period displayed a greater diversity
of ESBL than has been observed in previous
epidemiological studies. Analysis of clonal
relationships revealed a greater diversity in E. coli
than in K. pneumoniae.

Key words: Escherichia coli. Klebsiella pneumoniae.
Extended spectrum beta-lactamases.



Diestra K et al. Caracterizacion y epidemiologia molecular de BLEE en Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae

Introduccion

Las betalactamasas de espectro extendido (BLEE), des-
critas frecuentemente en Escherichia coli, Klebsiella pneu-
moniae y en menor medida en otras enterobacterias, con-
fieren resistencia a cefalosporinas de amplio espectro y
constituyen un grupo heterogéneo de enzimas'®. Las in-
fecciones en las que estan implicadas representan un reto
debido a que, con frecuencia, los microorganismos que las
producen son también resistentes a otros antimicrobianos,
como trimetoprima-sulfametoxazol, aminoglucésidos y
fluoroquinolonas, limitando las opciones terapéuticas®*.
Estas enzimas presentan una gran dispersion, lo cual pa-
rece ser dependiente del elemento mévil que vehicula el
gen blaBLEE.

En un inicio, la descripcién de BLEE se englobaba en el
contexto de brotes hospitalarios que frecuentemente im-
plicaban K. pneumoniae y BLEE derivadas de SHV-1 o de
TEM-1"%. En los tltimos afios se ha detectado el incre-
mento de las BLEE del tipo CTX-M. Su difusi6én en bacte-
rias de la misma o de diferente especie se ha asociado a
ciertos elementos genéticos, como las secuencias de inser-
cion, los transposones y los plasmidos’?8. Aunque con me-
nor frecuencia, también se ha descrito la dispersién clonal
de cepas productoras de este tipo de BLEE, principalmen-
te de la CTX-M-1578,

El incremento en la prevalencia de microorganismos con
BLEE ha sido descrito por distintos autores, tanto en el
4dmbito nacional como internacional®!2. El Sistema Euro-
peo de Vigilancia de Resistencias Antimicrobianas en pa-
tégenos invasores (EARSS) observé que la resistencia a ce-
falosporinas de tercera generaciéon asociada con la
produccion de BLEE en E. coli aumenté en casi todos los
paises europeos incluidos en el estudio, y concretamente
en Espania creci6 del 1,6 a 4,1% en el periodo 2001-200311,
El estudio relaciona este incremento con el uso abusivo de
antibiéticos de amplio espectro'l.

En un estudio multicéntrico realizado en Espana duran-
te el ano 2000 (proyecto GEIH-BLEE 2000) para determi-
nar la prevalencia de E. coli y K. pneumoniae portadoras
de BLEE en 40 hospitales espafioles se constaté que en
E. coli las BLEE CTX-M-9, CTX-M-14 y SHV-12 consti-
tuian el 70% de las enzimas detectadas, mientras que en
K. pneumoniae mas del 50% fueron del tipo TEM!3,

Ultimamente son varios los hospitales espafioles que
han evidenciado un cambio en la prevalencia de las dife-
rentes enzimas detectadas en E. coli y K. pneumoniae'*".
Es por ello que en la Red Espanola de Investigacion en
Patologia Infecciosa (REIPI) se plante6 la necesidad de
realizar el presente estudio multicéntrico, el cual permi-
tiria conocer y actualizar la evolucién y tipo de BLEE en
E. coli y K. pneumoniae en distintos hospitales de Espa-
na y descartaria, mediante estudios moleculares, la posi-
ble expansion clonal de los microorganismos con estas en-
zimas.

Material y métodos

Centros participantes

En este estudio participaron un total de 11 hospitales espaioles
ademads del Centro Nacional de Microbiologia (CNM) del Instituto de
Salud Carlos IIT (ISCIII). Los hospitales participantes fueron: Corpo-

racié Hospitalaria Parc Tauli (CPT), de Sabadell; Hospital Germans
Trias i Pujol (HGTP), de Badalona; Hospital Vall dHebron (HVH),
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (HSP) y Hospital Clinic (HC), de
Barcelona; Hospital de Bellvitge (HB), de 'Hospitalet; Hospital Son
Dureta (HSD), de Palma de Mallorca; Hospital de la Ribera (HR), de
Alzira; Hospital Virgen Macarena (HVM) y Hospital Virgen del Rocio
(HVR), de Sevilla, y Hospital Universitario Ramén y Cajal (HRC), de
Madrid.

Recoleccion de cepas y estudio de la sensibilidad
a los antimicrobianos

Se solicit6 a los centros participantes el envio de los 15 primeros
aislamientos de E. coli y los 5 primeros de K. pneumoniae con sospe-
cha fenotipica de ser portadores de BLEE y aislados en el primer tri-
mestre de 2004. Sélo se consider6 una cepa por paciente.

En total se recogieron 142 aislamientos, 15 en el HGTP, HVH,
HRC, HVR y HC; 14 en el HSP, CPT y HSD; 11 en el HVM; 10 en el
HB; y 4 en el HR.

Posteriormente, el CNM verificé la sensibilidad a antibiéticos, tan-
to betalactamicos como no betalactamicos, mediante técnica de mi-
crodilucién’® utilizando el sistema comercial Phoenix (BD Phoenix Au-
tomated Microbiology System: Becton-Dickinson Diagnosis, Sparks,
MD, Estados Unidos). La cepa de E. coli ATCC 25922 se utilizé como
control.

Al mismo tiempo se recogieron los datos demograficos de los pa-
cientes (sexo, edad, drea de hospitalizacién y tipo de muestra). Se
consideré como criterio de infeccién nosocomial cuando el paciente
llevaba més de 48 h de hospitalizacién, y de infeccion adquirida en la
comunidad cuando llevaba menos de 48 h, siendo conscientes de las li-
mitaciones de este criterio, que puede infraestimar el nimero de in-
fecciones nosocomiales.

Estructura poblacional

Los estudios de clonalidad se realizaron en el CNM mediante elec-
troforesis en gel de campos pulsantes (PFGE) tras digestiéon del ADN
total con Xbal segun la metodologia previamente descrita’. Los pul-
sotipos se consideraron idénticos, probablemente relacionados, posi-
blemente relacionados o distintos, en funcién de los criterios de Teno-
ver'®, Los aislamientos, cuyo ADN no pudo ser digerido con Xbal se
estudiaron mediante Rep-PCR* en comparacién con aquellos que se
consideraron epidemiolégicamente relacionados (mismo servicio hos-
pitalario, mismo periodo de tiempo).

Caracterizacion de las BLEE

La caracterizacion de las BLEE se realiz6 mediante isoelectroenfo-
que (IEF)?!, reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y secuencia-
ci6n'®. Para la conjugacion se utilizaron las cepas E. coli HB101 resis-
tente a kanamicina y rifampicina, E. coli BM694 y E. coli BM21,
ambas resistentes a dcido nalidixico y se calculé la frecuencia de con-
jugacion??,

Calculos estadisticos

Los resultados fueron sometidos a procesamiento estadistico con el
programa STATCALC y se aplicé la prueba de la chi al cuadrado para
la comparacién de proporciones con un nivel de significacién de
p < 0,05. Los resultados se expresan en porcentajes.

Resultados

Pacientes y cepas

Se ha estudiado un total de 102 cepas de E. coli y 40 de
K. pneumoniae. Se descartaron 18 (10 E. coli y 8 K. pneu-
moniae) por presentar un fenotipo compatible con hiper-
produccion de su betalactamasa cromosémica.

Las 124 cepas restantes fueron aisladas de 54 varones
(43%) y 70 mujeres (57%). En funcién del tipo de infeccion,
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1209 HSP 5 CTX-M-14

1263 HRC 6 CTX-M-14

1339 CPT 7 CTX-M-14

1465 HGTP 8 CTX-M-9

1462 HGTP 2 CTX-M-14

1206 HSP 9 CTX-M-9

1411 HYM 10 CTX-M-14
1743 HC 11 CTX-M-9

1493 HVH 12 CTX-M-9

1414 HVM 13 SHV-12

1467 HGTP 1 CTX-M-9

1262 HRC 14 CTX-M-9

1751 HC 15 CTX-M-32

1260 HRC 16 CTX-M-10

1417 HVM 17 TEM-4

1629 HB 18 CTX-M-14

1497 HVH 19 CTX-M-15

1099 HVR 20 CTX-M-14

1100 HVR 21 CTX-M-3

1416 HVM 22 CTX-M-14
1259 HRC 23 SHV-12

1626 HB 24 CTX-M-14

1750 HC 25 CTX-M-15

1495 HVH 26 CTX-M-14 + TEM-1
2112 HR 27 CTX-M-3

1459 HGTP 28 CTX-M-14
1371 HSD 29 CTX-M-14

1463 HGTP 30 CTX-M-1

1498 HVH 31 CTX-M-14

1208 HSP 32 CTX-M-14

1625 HB 33 CTX-M-14

1212 HSP 34 CTX-M-9 + SHV-12
1338 CPT 35 CTX-M-9

1746 HC 36 CTX-M-15

1624 HB 37 CTX-M-14 + TEM-1
1203 HSP 38 CTX-M-14 + TEM-1
1264 HRC 39 CTX-M-9

1205 HSP 40 CTX-M-9 + SHV-12
1410 HVM 41 CTX-M-14

1211 HSP 42 CTX-M-9

1747 HC 43 CTX-M-14

1330 CPT 44 CTX-M-14

1490 HVH 45 CTX-M-3 + TEM-1
1494 HVH 46 CTX-M-14

1367 HSD 47 SHV-12

1104 HVR 48 CTX-M-9

1407 HVM 49 SHV-12

1364 HSD 50 CTX-M-9

1412 HVM 51 SHV-12

1336 CPT 52 SHV-12

2113 HR 53 CTX-M-14

1103 HVR 54 SHV-12 + TEM-1
1363 HSD 55 SHV-12

2110 HR 56 CTX-M-14

1257 HRC 57 CTX-M-14

1258 HRC 58 CTX-M-9

1098 HVR 59 SHV-12 + TEM-1
1331 CPT 3 CT.
1332 CPT 3 CT. 4

1261 HRC 60 CTX-M-14

1204 HSP 61 CTX-M-1

1207 HSP 62 CTX-M-32

1744 HC 63 CTX-M-9

1370 HSD 64 SHV-12

1491 HVH 65 CTX-M-14
1368 HSD 66 CTX-M-9

1631 HB 67 SHV-12

1333 CPT 68 CTX-M-14

1366 HSD 69 SHV-12

1210 HSP 70 CTX-M-14

1745 HC 71 CTX-M-9

1266 HRC 72 SHV-12

1415 HVM 73 CTX-M-14
1499 HVH 74 CTX-M-14

1265 HRC 75 CTX-M-10

1492 HVH 76 CTX-M-32 + TEM-1
1627 HB 4 CTX: 4

1630 HB 4 CTX 4

1335 CPT 77 CTX-M-14

1337 CPT 78 SHV-12

1409 HVM 79 SHV-12
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Figura 1. Dendrograma de las
83 cepas de Escherichia coli con beta-
lactamasas de espectro extendido
(BLEE). Se detalla el nimero de
cepa, las iniciales del hospital de pro-
cedencia, el pulsotipo y finalmente la
BLEE identificada.
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el 51,6% fueron infecciones nosocomiales, mientras que el
48,4% fueron comunitarias.

Al desglosar estas caracteristicas epidemiolégicas en
funcion del microorganismo aislado, se observé que la in-
feccion por E. coli tuvo lugar en 34 varones (37%) y 58 mu-
jeres (63%); en 39 de los casos (42,4%) fueron infecciones
nosocomiales y en 53 (57,6%) comunitarias. Por el contra-
rio, la infeccién por K. pneumoniae tuvo lugar en 20 varo-
nes (62,5%) y 12 mujeres (37,5%); en 25 casos (76%) fueron
infecciones nosocomiales y en 7 (25%) comunitarias.

Los servicios de los que provenian los pacientes con in-
feccion intrahospitalaria por E. coli y K. pneumoniae fue-
ron principalmente: medicina interna (48,7 y 44%, respec-
tivamente), cirugia (25,6 y 16%), unidad de cuidados
intensivos (12,8 y 20%), pediatria (7,7 y 4%), consultas ex-
ternas (2,6 y 4%) y otros (2,6 y 12%). En ninguin caso las
diferencias llegaron a ser estadisticamente significativas.
Las cepas de E. coli se aislaron de orina (68,5%), sangre
(10,9%), exudados (8,7%), muestras respiratorias (3,3%),
liquidos estériles (2,2%), catéteres (1,1%) y otras muestras
(5,4%); y las cepas de K. pneumoniae se aislaron de orina
(43,8%), exudados (21,9%), sangre (12,5%), muestras res-
piratorias (12,5%), liquidos estériles (3,1%), catéteres
(3,1%) y otras muestras (3,1%).

El rango de edad de los pacientes en los que se aislé
E. coli oscil6 entre 1 mes y 97 afios, y la media era de
60 anos. En el caso de K. pneumoniae el rango fue de 1 dia
a 90 anos y la media de 57 anos. Ocho pacientes (6,5%)
presentaron edades inferiores a 1 afo, cuatro (3,2%) eda-
des comprendidas entre 2 y 14 anos, tres (2,4%) entre 15y
25 anos, 12 (9,7%) entre 26 y 45 anos, 36 (29%) entre 46
y 65 anos, y finalmente, 61 (49,2%) mayores de 65 afos.

Estructura poblacional

De los 124 aislamientos estudiados por la técnica de
PFGE, en 10 (9 E. coli y 1 K. pneumoniae) no se obtuvo
ningln patrén de restriccion con Xbal. Mediante el an4li-
sis por Rep-PCR se descarté la asociacion clonal de estos
9 aislamientos de E. coli, entre ellos y respecto a aquellos
que por fecha y lugar de aislamiento y tipo de BLEE pro-
ducida se consideré que pudieran estar epidemiolégica-
mente relacionados.

El analisis comparativo de los patrones de ADN genémi-
co obtenidos por PFGE mostré una gran diversidad clonal
entre los aislamientos de E. coli (fig. 1). S6lo se observaron
cuatro agrupaciones de dos cepas cada uno con pulsotipos
idénticos pertenecientes a tres hospitales distintos: dos
en el HGTP (clones 1y 2) y los otros dos en el HVH (clon 3)
y el HB (clon 4). No se detecté ninguna transmisién inter-
hospitalaria.

En K. pneumoniae se observé una menor diversidad clo-
nal, detectdndose tres agrupaciones que incluian 18
(53,1%) de los 32 aislamientos estudiados. La agrupa-
cién 1 estaba constituida por cuatro cepas con pulsotipos
idénticos procedentes del HVR. La agrupacion 2 incluia
10 cepas, genéticamente relacionadas y subagrupadas en
cuatro cepas idénticas del HSD (patrén 2), una cepa del
HSP probablemente relacionada (diferencia de dos ban-
das) (patrén 2a), y otras cuatro iguales, dos a dos, proce-
dentes del HC probablemente relacionadas entre ellas
(diferencia de una banda) y con las cepas del patrén 2 (di-
ferencia de tres bandas) (patrén 2b y 2¢). La cepa 1213 del
HSP también se incluy6 en la agrupacion 2 (patrén 2d),

considerandose posiblemente relacionada con el patréon 2.
Se detect6 una tercera agrupacién (patrén 3) con cuatro
cepas del CPT, tres idénticas y una cuarta probablemente
relacionada (patrén 3a) (fig. 2).

Caracterizacion de BLEE

Se obtuvieron transconjugantes en el 72,6% de las ce-
pas en las que se realizaron los ensayos de transferencia.
La frecuencia de conjugacién fue muy variable, entre
3 x 1078 hasta > 10~1. Se obtuvieron transconjugantes en
70 de las 92 cepas de E. coli (76%) y en 20 de las 32 de
K. pneumoniae (62,5%), sin que se detectara ninguna re-
lacién entre la frecuencia de conjugacion y el tipo de
BLEE implicada.

De la caracterizaciéon genética de las BLEE se obtuvo
que 74 (80,4%) de las 92 cepas de E. coli presentaron una
BLEE tipo CTX-M; 42 (45,7%), CTX-M-14; 19 (20,6%),
CTX-M-9; dos (2,2%), CTX-M-1; tres (3,3%), CTX-M-15;
tres (3,3%), CTX-M-3; tres (3,3%), CTX-M-32; dos (2,2%),
CTX-M-10, y 20 (21,7%), SHV-12. Dos de estas cepas ex-
presaron conjuntamente SHV-12 y CTX-M-9 (tabla 1).

De las 32 cepas de K. pneumoniae, 20 (62,5%) presenta-
ron una BLEE tipo CTX-M; 10 (31,3%) CTX-M-1, siete
(21,9%) CTX-M-9, dos (6,3%) CTX-M-14, una (3,1%)
CTX-M-15; 11 (34,4%) de tipo SHV, 10 (31,3%) SHV-12 y
una (3,1%) SHV-5; y una TEM-4 (3,1%) (tabla 2).

De las cuatro agrupaciones de dos aislamientos cada
una detectadas en E. coli, tres de ellas son productoras de
CTX-M-14 y una de CTX-M-9 (fig. 1). En K. pneumoniae,
la agrupacién 1 produce una SHV-12, la agrupacién 3 una
CTX-M-9, y la agrupacion 2 que afecta a tres hospitales
distintos una CTX-M-1 (fig. 2).

En funcién de la BLEE y el tipo de microorganismo, las
cepas mostraron una multirresistencia a dos o mas anti-
bidticos no betalactamicos, principalmente a tetraciclina
(de 62,5 a 94,5%), 4cido nalidixico (de 69 a 89%) y cotri-
moxazol (de 33,3 a 44,5%) (tabla 3).

Discusion

El creciente aumento de las infecciones por BLEE es un
problema mundial que conlleva el incremento de la resis-
tencia a antimicrobianos de primera eleccion, tanto en la
comunidad como en los hospitales. Este aumento se atri-
buye, en general, al uso inadecuado de antimicrobianos y
al intercambio de elementos genéticos de resistencia entre
microorganismos?.

La prevalencia de cepas con BLEE puede ser muy varia-
ble entre diferentes paises, ciudades e incluso hospitales
de una misma ciudad?*?>. Ademas, las BLEE detectadas
pueden variar de una institucién a otra. Son varios los es-
tudios de seguimiento de BLEE en centros espafoles
donde se evidencia esta distinta distribucién e inciden-
cia9,10,21,26,27‘

Las caracteristicas demogréficas de los pacientes porta-
dores de BLEE en el presente estudio son similares a los
estudios previamente publicados'®. Es de destacar la ma-
yor prevalencia de infecciones nosocomiales por K. pneu-
moniae que por E. coli (el 76 frente al 42%; p = 0,001). Al-
rededor del 75% de 50 estudios epidemiolégicos realizados
a escala mundial (donde se recogen datos de mas de
3.000 pacientes) han revelado que las infecciones nosoco-
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Klebsiella pneumoniae
30 5‘5 (30 6‘5 ZO 35 2310 8‘5 ?10 9f 1 (30
TT05K HVR 1
T107K HVR 1
1108K HVR 1
1109K HVR 1
1502KHVH 9 spy-12 + TEM-1
1269KHRC 12 spyv-12
— 1472K HGTP 13 c1yom-14
| 1503KHVH 10 ghv-5
1271KHRC 17 gpv-12
1267KHRC 4 crm-15
1473KHGTP 5  gshv-12
T340K CPT 3
1341K CPT 3 | CTX-M-9
] [ 1]1343k cpT 3
L 342K cPT 32 CTX-M-9
T373K HSD 2
1374K HSD 2
1375K Hsp 2 | C™¥ M-
— 1376K HSD 2
1215K HSP 2a CTX-M-1 + TEM-1
| T737K HC 2c
1740K HC 2¢ | ©PM
1738K HC 2b
| 1739K HC 2b | €™M
1213K HSP 2d
CTX-M-1 .
1470K HETP 6 oyt Figura 2. Dendyograma de 1as
1501K HVH 7 31 cepas de Klebsiella pneumoniae
CTX-M-14
1106K HVR 8 spiv1o con betalactamasas de espectro ex-
12716K HSP 14 ) tendido (BLEE). Se detalla el ntimero
CTX-M-9 e .
de cepa, las iniciales del hospital de
1471K HGTP 11 crx-m-0 . .
L 1214K HSP 15 procedencia, el pulsotipo y finalmen-
Shv-12 te la BLEE identificada.
TABLA 1. Betalactamasas de espectro extendido caracterizadas en Escherichia coli
Centro N2 de cepas CTX-M-1 CTX-M-3 CTX-M-9 CTX-M-10 CTX-M-14 CTX-M-15 CTX-M-32 SHV-12
CPT 10 1 6 3
HGTP 8 1 3 4
HSP 10 1 4b 42 1 2b
HVH 9 1¢ 1 52 1
HC 8 4 1 1
HB 8 72 1
HSD 9 2 3 4
HR 4 1 3
HVR 6 1 1 1 3d
HVM 10 5 5
HRC 10 3 2 3 2
92 2(2,2%) 3(3,3%) 19(20,6%) 2(22%) 42 (457%) 3(3,3%)  3(3,3%) 20 (21,7%)

#Una cepa presenta CTX-M-14 + TEM-1.
YDos cepas presentan SHV-12 + CTX-M-9.
‘Presenta CTX-M-3 + TEM-1.
dDos cepas presentan SHV-12 + TEM-1.
CPT: Corporacié Hospitalaria Parc Tauli; HGTP: Hospital Germans Trias i Pujol; HSP: Hospital de la Santa Creu i Sant Pau; HVH: Hospital Vall
d’Hebron; HC: Hospital Clinic de Barcelona; HB: Hospital de Bellvitge; HSD: Hospital Son Dureta; HR: Hospital de la Ribera; HVR: Hospital Virgen del
Rocio; HVM: Hospital Virgen Macarena; HRC: Hospital Universitario Ramoén y Cajal.

miales causadas por organismos productores de BLEE son

en su mayoria causadas por K. pneumoniae?.

Los resultados de nuestro estudio muestran que entre
las cepas de E. coli productoras de BLEE no existe un

408 Enferm Infecc Microbiol Clin 2008;26(7):404-10

clon predominante. Se han encontrado pequenas agrupa-
ciones formadas por cepas que expresan mayoritariamen-
te CTX-M-14. La caracterizacion de las BLEE mostré en
E. coli un predominio de CTX-M-14 (45,7%), CTX-M-9
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TABLA 2. Betalactamasas de espectro extendido (BLEE) presentes en las cepas de K. pneumoniae

Centro

Nedecepas | CTXM1 | CIXM9 | CIXM14 | CTXMI5

SHV-5 SHV-12 TEM-4

CPT
HGTP
HSP
HVH
HC
HB
HSD
HR
HVR
HVM
HRC

4

2
22 1
4

4

O UTO M O WO

o
N

10 31,3%)  7(21,9%)

2 (6,3%)

1

=

1 1

5

1 2

1(3,1%) 1(3,1%) 10 (31,3%) 1(3,1%)

aUna cepa presenta CTX-M-1 + TEM-1.
bLa cepa presenta SHV-12 + TEM-1.

TABLA 3. Porcentaje de resistencias asociadas en las cepas de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae con distintas betalactamasas
de espectro extendido. Se ha incluido una cepa por clon y, en caso de electroforesis en gel de campos pulsantes y antibiogramas

idénticos, solo se ha contabilizado una cepa

| TET | NAL | CIP | SXT | CHL | TOB | KAN | GM
Escherichia coli
SHV-12 (18) 945 89 27,8 445 83,4 11,1 22,2 16,7
CTX-M-1(2) 1/2 12 0 1/2 0 1/2 0 1/2
CTX-M-3 (3)* 3/3 3/3 3/3 3/3 2/3 0 2/3 1/3
CTX-M-9 (16) 62,5 69 38 31 13 12,5 18,8 38
CTX-M-10 (2)* 2/2 2/2 0 0 0 0 0 0
CTX-M-14 (39) 73,7 79,5 79,5 33,3 51,3 25,6 13,2 10,3
CTX-M-15 (3)* 2/3 2/3 2/3 1/3 0 2/3 2/3 2/3
CTX-M-32 (2)* 2/2 12 1/2 2/2 2/2 0 0 0
CTX-M-9 + SHV-12 (2)* 2/2 2/2 0 2/2 172 2/2 2/2 2/2
Klebsiella pneumoniae
SHV-12 (7)* 4/7 3/7 7 3/7 3/7 2/7 3/7 2/7
SHV-5 (1)* 1/1 0 0 11 0 0 0 0
CTX-M-1 (4)* 2/4 2/4 1/4 2/4 4/4 1/4 0 1/4
CTX-M-9 (4)* 2/4 2/4 0 3/4 3/4 3/4 0 2
CTX-M-14 (2)* 1/2 2/2 1/2 2/2 0 1/2 0 1/2
CTX-M-15 (1)* 0 11 1/1 0 0 0 0 0
TEM-4 (1)* 0 0 0 0 0 1/1 0 171

*En caso de tener menos de 10 cepas, los datos se presentan como nimero de cepas resistentes (numerador) y nimero de de cepas estudiadas

(denominador).

CHL: cloranfenicol; CIP: ciprofloxacino; GM: gentamicina; KAN: kanamicina; NAL: acido nalidixico; SXT: cotrimoxazol; TET: tetraciclina;

TOB: tobramicina.

(20,6%) y SHV-12 (21,7%), aisldndose también diversos ti-
pos de CTX-M (CTX-M-1, CTX-M-3, CTX-M-15 y CTX-
M-32). Estos resultados concuerdan con estudios puntua-
les anteriores, donde ya se describe, por un lado, una
prevalencia mayor de CTX-M-14 que de CTX-M-9, asi
como un incremento en la diversidad de enzimas tipo
CTX-M15:25.27  ]a sustitucion de cepas portadoras de
SHV-2 por cepas con SHV-121415 ¢ la disminucién de ce-
pas portadoras de BLEE tipo TEM. El porcentaje de cepas
portadoras de BLEE tipo TEM en el afio 2000 era del
19%'°, mientras que en este estudio no se ha aislado nin-
guna cepa. Es de resaltar la baja incidencia de cepas con
CTX-M-15, ampliamente diseminada en otros paises
europeos?®. S6lo se han detectado tres aislamientos de
E. coli productores de CTX-M-15 y que no estan genética-
mente relacionados, al contrario de lo descrito previamen-
te en aislamientos nosocomiales y comunitarios de distin-
tos centros sanitarios de Madrid entre enero de 2004 y
agosto de 20057. En conjunto, sélo cinco cepas de E. coli
producian una variante de CTX-M de las que habitual-

mente generan altas CMI a ceftazidima ademas de a cefo-
taxima, tres CTX-M-15 y dos CTX-M-32.

En K. pneumoniae, al igual que en E. coli, las BLEE tipo
TEM han disminuido, detectdndose tan sé6lo TEM-4 (una
cepa). De la familia SHV se encontraron las enzimas
SHV-12 (31,3%) y SHV-5 (3,1%), no aisldndose ninguna
cepa con SHV-2. Nuestros resultados son similares a los
descritos en algunos hospitales espafoles'®!4, pero difieren
del estudio multicéntrico del afio 2000, donde el 58% de las
cepas presentaban BLEE tipo TEM y un 29% tipo SHV,
describiéndose cepas con SHV-2 y SHV-2a'%. Contabi-
lizando una sola cepa con patréon de PFGE y antibiogramas
idénticos, se observa que la enzima predominante en
K. pneumoniae, dentro de la familia de las CTX-M, es
CTX-M-1y CTX-M-9, ambas con el 15,6% cada una, segui-
da de CTX-M-14 con el 6,2%. A diferencia de lo descrito en
el estudio multicéntrico del ano 2000, en el que se destaco
la presencia de cepas portadoras de CTX-M-10 (13%)'% y
que parece endémica en el area de Madrid?6?8, en este tra-
bajo se aislaron sélo dos cepas con esta enzima.
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En el presente estudio también se evidencia la aparicién
de cepas de E. coli portadoras de dos BLEE (CTX-M-9 y
SHV-12). Esta asociacién ha sido documentada previa-
mente!®!8 aunque no se detect6 en el estudio multicéntri-
co del afio 20003,

Se ha detectado una mayor homologia genética entre los
distintos aislamientos de K. pneumoniae productoras de
BLEE que la observada en E. coli, con la presencia de pe-
quenas agrupaciones producidas por cepas portadoras de
SHV-12, CTX-M-9 y, principalmente, de CTX-M-1. Cabe
destacar la diseminacion clonal interhospitalaria de ais-
lamientos de K. pneumoniae productores de CTX-M-1 de-
tectada en dos centros de Barcelona (HSP, HC) y uno de
Mallorca (HSD). En este dltimo centro se habia detectado
previamente la existencia de un brote intrahospitalario de
K. pneumoniae productora de CTX-M-12°,

En conclusion, las cepas de E. coli y K. pneumoniae ana-
lizadas en este periodo presentan una mayor diversidad de
BLEE que la observada en estudios epidemiolégicos reali-
zados con anterioridad. Adema4s, el andlisis de la relacién
clonal defini6 una gran diversidad en E. coli y menor en
K. pneumoniae, aunque se detect6 la presencia de cepas
epidémicas de K. pneumoniae en diferentes dreas geografi-
cas. Estos datos muestran la importancia de continuar con
los estudios epidemiolégicos de prevalencia y caracteriza-
cion de estas enzimas. El incremento de su prevalencia,
asociado al incremento de la resistencia a otras familias de
antimicrobianos distintas de los betalactamicos, subraya
la necesidad de establecer los factores que contribuyen a su
expansion, incluyendo los de indole genética.
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Objectives: The aim of the study was to characterize plasmids that harbour blazsg, genes and their
genetic environment in Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae clones circulating in Spain.

Methods: The incompatibility group of plasmids within 58 strains harbouring blactx.u (n = 45) and
blasyy (n = 15) genes was determined by rep-typing-PCR and hybridization. The blagsg, genetic
environment was determined by PCR and sequencing.

Results: The blactx.m-o genes (n = 14) were linked to In60 located in Incl1 (50%) or IncHI2 plasmids
(28%). All blactx-m-14 genes (n = 13) were flanked by ISEcp1 and 1S903 and 12 were associated with
IncK plasmids. One of two blactx.m-10 genes was present in an IncK plasmid, but both genes were
linked to a phage-related element. Five of seven blactx-m-1 (71%), all three blactx.m-32 and one of two
blactx.m-3 genes were linked to IncN plasmids. The other blactx.u.3 gene was linked to IncA/C and the
remaining two blactx.y-1 genes to IncFll plasmids. Three blactx.m-15 genes were associated with IncF
(repFIA) and one with IncFll plasmids. All these genes from blactx.n group-1 showed the ISEcp1
upstream truncated by different insertion sequences. Forty-three percent of blasyy.12 genes (n = 14)
were located in Incl1 plasmids, all flanked by the 1S26 and DEOR region. The only detected blasyy.s
gene was located in an IncFll plasmid and flanked by recF and DEOR regions.

Conclusions: A diversity of the plasmid incompatibility groups that harbour blagsg. genes was
observed, except for the blactx-m-14 gene. Moreover, a high variability was confirmed in the genetic
environment of these genes as a result of insertion and deletion events.

Keywords: ESBL-producing, incompatibility group, antimicrobial resistance surveillance, mechanisms of
resistance
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Characterization of plasmids encoding blagsg;, genes

Introduction

Distribution and prevalence of extended-spectrum [3-lactamase
(ESBL) have changed dramatically in recent years. This process
could have been influenced by the massive use of certain anti-
biotics; however, others factors must also be taken into account.
The association of blagsg; genes with genetic elements, which
potentially facilitate the capture and expression of blacrx.m
genes as integrons or insertion sequences, including ISEcpl,
ISCRI or 1S26, might also have played a role." It has been well-
documented in several studies that the spread, in general, is not
only due to the expansion of a clonal strain, but also to plasmid
dissemination.” >

In our previous study,® a great clonal diversity among the
Escherichia coli strains collected in 2004 was observed, the
predominant ESBL being CTX-M-14 followed by CTX-M-9
and SHV-12. Regarding Klebsiella pneumoniae strains, a lower
clonal diversity was observed but with higher diversity of the
enzymes including CTX-M-type (CTX-M-1, CTX-M-9,
CTX-M-14, CTX-M-15), SHV-type (SHV-12 and SHV-5) and
TEM-4. Three clusters included 53.1% of strains. The high
clonal diversity of ESBL producers could be due to the presence
of blagsgy genes in plasmids and further dissemination in differ-
ent E. coli and K. pneumoniae clones. The identification of the
plasmid incompatibility group and the characterization of the
surrounding regions of blagsg; genes enable the tracking of
the genes’ mobility.

Materials and methods

Isolates

From a collection of 92 E. coli and 32 K. pneumoniae isolates
recovered from 11 Spanish hospitals over the first 3 months of 2004
during a nationwide survey within the Spanish Network in Infectious
Pathology Project,® we selected 58 representative strains (see below)
carrying different ESBL of the families CTX-M (n=45: 14
CTX-M-9, 13 CTX-M-14, 7 CTX-M-1, 4 CTX-M-15, 3 CTX-M-32,
2 CTX-M-3 and 2 CTX-M-10) and SHV (n = 15: 14 SHV-12 and 1
SHV-5). Two strains had both CTX-M-9 and SHV-12 enzymes.
Only one isolate per clone was selected. Clonality was studied in the
previously mentioned study.6

Genetic environment characterization

The genetic context of blagsg; was investigated by searching for the
presence and linkage with sequences previously reported to be
associated with the CTX-M group genes, such as ISEcpl, 1S903,
IS26, ISCRI or orfl005. PCR and sequencing using previously
described primers were employed to investigate these surrounding
regions.">’ Additionally, primers designed in accordance with
accessible DNA sequences in the GenBank (EF370423, AY532647,
AJ245670) were used to ascertain the presence of genes linked to
the SHV group (Table 1). For strains showing negative PCR results,
the corresponding blagsg; genes were cloned in order to investigate
their surrounding regions. For this purpose, plasmid DNA of each
strain [obtained with the QIAfilter Plasmid Midi Kit (Qiagen,
Hilden, Germany)] was digested with BamHI, EcoRI or HindIIl and
further ligated to pBGS18 digested with the same enzyme. Obtained
products were then transformed into XL1 Blue E. coli strain made
competent by CaCl,. Transformants were selected in 1 mg/L

61

cefotaxime—30 mg/L. kanamycin LB agar plates. After checking
plasmid DNA from the transformants for the presence of the corre-
sponding ESBL gene in the cloned DNA fragments, the surrounding
regions were sequenced using reverse blagsg primers (Table 1).

Characterization of plasmids carrying ESBL

The present study included 24 wild-type strains (15 E. coli and 9
K. pneumoniae) and 34 transconjugants (26 E. coli and 8
K. pneumoniae). The latter were obtained using E. coli HB101
kanamycin-azide-resistant strain as recipient.”

In all 58 strains, the incompatibility group of plasmids carrying
blagsp) genes was determined by a PCR-based method as described
previously.® Plasmid profiles of the transconjugants and wild-type
strains were determined by PFGE of S1 nuclease digested genomic
DNA. PFGE was performed on a CHEF DRIII apparatus (Bio-Rad
Laboratories, Munich, Germany) using a run time of 24 h, 14°C,
120° of angle and a 6 V/cm of voltage, with initial and final switch
times of 5-25 s for 6 h and 30—45 s for 18 h. Lambda ladder (New
England Biolabs, Ipswich, USA) was used as a marker. Gels were
transferred by Southern blot, and the membranes obtained were
hybridized with probes specific for blacrx.m, blasyy and rep
sequences. We used the amplified replicons as probes. Probe label-
ling, hybridization and detection were performed with the ECL kit
(GE Healthcare Amersham ECL™, Buckinghamshire, UK) as
described previously.”?

Results and discussion

As mentioned earlier, the 58 studied strains were selected from a
collection of 92 E. coli and 32 K. pneumoniae isolates recovered
from 11 Spanish hospitals over a trimester of 2004.° This study
showed a higher diversity of ESBL-types in both E. coli and
K. pneumoniae than that observed in a previous epidemiological
study performed in 2000 in Spain,6 in which the most predomi-
nant ESBL were CTX-M-9 (27.3%), SHV-12 (23.9%) and
CTX-M-14 (20.5%) for E. coli, and TEM-3 (16.7%) and TEM-4
(25%) for K. pneumoniae. The corresponding enzymes in the
2004 study6 were CTX-M-14 (45.7%), SHV-12 (21.7%) and
CTX-M-9 (20.6%) for E. coli and CTX-M-1 (31.3%), CTX-M-9
(21.9%) and SHV-12 (28.1%) for K. pneumoniae. Moreover,
there were no epidemiological relationships or evidence of clon-
ality among the ESBL-producing E. coli isolates, although
clonal relationships were observed among some K. pneumoniae
isolates.® This suggests, as previously stated by other authors,’
that plasmids and/or mobile elements could be involved in the
spread of blagsp;, genes. To ascertain this possibility, character-
ization of plasmids carrying these genes and their corresponding
genetic environment were performed from 34 transconjugants
and 25 wild-type isolates. Table 2 and Figure 1 summarize the
results obtained from all these strains.

The 14 blactx.mo genes detected in different clones were
located in plasmids of the incompatibility groups Incll (n=7;
50%), IncHI2 (n=4; 28.5%), IncP (n=3; 21.4%), IncF
(repFIB) (n=2; 14.3%) and IncK (n=1; 7.1%), highlighting
the presence of replicons corresponding to IncIl and IncP plas-
mids in the same plasmid in three cases. The only four IncHI2
plasmids containing blactx.m.o Were isolated from three hospi-
tals from Barcelona, and no other IncHI2 plasmids associated
with the other blagsg; genes were detected. The plasmids’
association between Incll or IncHI2 plasmids and blactx-m-o



9

Table 1. Primers used to characterize the blaggg; genetic environments

Primer Sequence (5'—3')

Amplicon size (kb)

Use and notes

Reference or source

PCRs for blactx.n.o surrounding regions

341 A CGCCCACTCAAACAAACG
ISTOP ATGATTCTCGCCGCTGAAGCC
ISTOP-R GGCTTCAGCGGCGAGAATCAT
03000SR GGAGCTTATGCGCTCAATCG
785.52 AAGCGGTCATAATCGGGG
51.10A CGATCGCTAAAAGCCTCC
PCRs for blactx.p.14 sSurrounding regions
B3A AACGGCACAATGACGCTGGC
1S903 TGTAATCCGGGCAGCGTA
ISEcpUP CAAAATGATCCCCTCGTC
CTX-M-9-R1 CCAGCGTCATTGTGCCG
PCRs for blactx.n. group surrounding regions
ISEcpUP CAAAATGATCCCCTCGTC
CTX-M-1RCJ AGCGGCACACTTCCTAAC

IS26-FCJ (PCR with CATTTCAAAAACTCTGCTTAC
CTX-M-1RCJ)

PCRs for blactx.p.10 Surrounding regions
RYCE21-F3 CCCATGAGCCCGCTTACG
RYCE21-R3 GAGCCACAAAGTGTAGCGC

PCRs for blagyy surrounding regions

1S26-FCJ CATTTCAAAAACTCTGCTTAC

SHV-12-F-1 TACACAGGCGAATATAACGC

SHV-12-R-1 GATCGAGCACTGGCAACG

DEOR-R TGATTCCAATAGAACGACATC

RECF-F (PCR with TCCCGCACTCGCGATAC
SHV-12-F-I)

Primers used only for sequencing
ISEcpI-intF ATGCTGAAAACTATATCAAAG
ISEcpI-intRCJ GGCTTCTTTGATATAGTTTTC
IS26-intF CAGTGCGGCCCCGGC

[S26-iniciF CGGCCTTTGAATGGGTTC

2.7

2.1

0.9

1.6

variable (1.35-2.7)

variable (0.8—1)

1.1

0.85
0.8

1.2

PCR of blactx.m.o immediately upstream region (orf513)

PCR of blactx.m.o immediately downstream region
(beginning of IS3000)
PCR of blactx.m.o following downstream region (orf1005)

PCR of blactx.m.14 immediately downstream region
(IS903)
PCR of blactx.m.14 immediately upstream region (ISEcpl)

PCR and sequencing of ISEcp! (immediately blacrx.m
upstream region)

PCR and sequencing of IS26 truncating ISEcp! at different
positions, upstream of blacrx.m

PCR and sequencing of the phage related invertase
immediately upstream of blacrx.m.10

PCR and sequencing of IS26, immediately upstream of

blasyy.12
PCR and sequencing of putative DEOR regulator,
immediately downstream of blagyy.1» and blasyy_s
PCR and sequencing of putative recF, immediately
upstream of blasyy.s

sequencing of ISEcp/ and inserted sequences
sequencing of ISEcpl and inserted sequences
sequencing of 1S26 and inserted sequences

sequencing of IS26 and inserted sequences

10

1

this work, based on GenBank
sequence NC_004464

this work, based on GenBank
sequence EU534207

this work, based on GenBank
sequence EU534207

this work, based on GenBank
sequence EU534207

this work, based on GenBank
sequence AY532647

this work, based on GenBank
sequence NC_004464

this work, based on GenBank
sequence NC_004464

this work, based on GenBank
sequence EU534207

this work, based on GenBank
sequence EU534207

‘1D 32 eN)SA(



Characterization of plasmids encoding blagsg;, genes

Table 2. Characterization of Inc group plasmids carrying blagsgy.
from Spain

Approximate size

blagsgy. Microorganism  n*  Inc group  of plasmid (kb)
blaCTX—M-l E. coli 2 N 130
K. pneumoniae 3 N 48
2 FII 22
blacrx-m.z  E. coli 1 N 50
1 A/C 40
blacrxa.o E. coli 6° 11 90-100
1 HI2 340
2 FIB 120
1 K 90
K. pneumoniae 1° 11 90
3 HI2 200
blaCTx,M,l() E. coli 1 K 90
1 — —
blaCTx_M_14 E. coli 12 K 85-90
1 — —
blactx-m-15 E. coli 2 FIA 160
1 FII 160
K. pneumoniae 1 FIA 210
blaCTx_M_32 E. coli 3 N 60-185
blaSHv_12 E. coli 3 11 120
4 K 90
1 HI2 340
1 — —
K. pneumoniae 3 11 90-220
1 FII 160
1 K 55
blasyv._s K. pneumoniae 1 FII 160

“n, number of isolates.

"Two strains present IncIl and IncP.
“The strain presents Incll and IncP.
9Not found.

observed in this study has already been described in our country
and highlights the persistence of this association.*!” The analy-
sis of the genetic environment revealed that blactx.mo genes
were associated with In60 related integrons, but a great diversity
within this element was observed in agreement with previous
Spanish studies.” Variations were mainly related to deletions
within the upstream region (ISCR!). In our study, one strain did
not contain the ISCRI and orfl005 genes upstream and down-
stream of blacrx.m.o, respectively; five strains did not contain
the orfl005 gene downstream and eight strains contained both
genes (Figure 1).

It is noteworthy that, with the exception of one blactx.m.-14
gene in which it was not possible to determine the incompati-
bility group, all were associated with IncK plasmids. This close
association between blactx.nm.14 and IncK plasmid has also been
previously documented in different studies from single insti-
tutions.” ! Moreover, the surrounding regions of blactx.m-14
were also highly conserved. ISEcpl was found upstream and
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1S903 downstream of the gene, as has been documented pre-
viously (Figure 1)."

The seven blactx.m.1 genes were located in plasmids of IncN
(n=15; 71.4%) and IncFII (n = 2; 28.6%). All three blactxm.32
genes were also found in IncN plasmids. The 3’ region of the
ISEcpl insertion sequence truncated by IS26 was found 80 bp
upstream in all seven blacrx.a.i genes. IS26 was inserted in
these seven strains in the same position (at nucleotide 214 from
the end of ISEcpl), but a 74 bp duplication of the beginning of
the IS26 transposase was observed in five of them (Figure 1).
Moreover, in these five strains (in contrast to the other two
strains), IS26 was preceded by two genes (DNA invertase invA
and orfl0) showing 100% identity to those detected in a
Comamonas acidovorans strain DNA sequence (AB063332).
Similar to blactx.a.; genes, all three blactxnzp environments
showed ISEcpl at 80 bp upstream of the gene (with identical
nucleotide sequence), but truncated by IS5 instead of IS26,
and in a different position (at nucleotide 152 from the end of
ISEcpl) (Figure 1). The location of both blactx.m.i and
blacrx.m.32 genes on related broad-host-range IncN plasmids has
also been described in Madrid hospitals.> This emphasizes the
relevance of the evolution of blagsg; genes within specific
genetic environments, as has also been suggested for blacrtx.m.-14
and bldCTx_M,g.lO

Among blactx.mz (n=2), one was located in an IncN
plasmid, 48 bp downstream of ISEcp! truncated by 1S26, similar
to two of the blactx.m.; environment. The other one was
located in the IncA/C plasmid, 45 bp downstream of ISEcpl
(Figure 1). Plasmids from the IncA/C group seem to be widely
spread as they have been detected in CTX-M-2, TEM-24 or
CMY-producing isolates from different European and/or
American countries.’

Three blacrx.m.15 genes were located in IncF (repFIA) and
one in IncFII plasmids. Different recent studies have pointed
out that pandemic dissemination of CTX-M-15-producing
Enterobacteriaceae is linked to epidemic E. coli B2 strain and/or
epidemic IncFII plasmids, although association with IncFI
plasmids has recently been described.>>*'! It is noteworthy that
the four E. coli carrying blacrx.am.1s genes were not clonally
related.® Regarding the blacrx.nm.1s environment, the right
boundary of ISEcpl was located 48 bp upstream of the gene in
all cases, as already described in Spanish, French, Indian and
Turkish isolates."* One strain had ISEcp! truncated by an IS26
at nucleotide 24 from the end of ISEcpl (Figure 1). Thus,
ISEcpl was always found upstream of blactx. coding for
CTX-M-1-like enzymes (blaCTX_M_L blaCTx_M,g, blaCTx_M_]5,
blactxm.32) and is strongly implicated in the mobilization of
this antibiotic resistance gene.

One of the two blacrx.m.10 genes was located in the IncK
plasmid, but it was not possible to determine the incompatibility
group of the other one. As described previously,” a gene encod-
ing a phage-related DNA invertase was detected in the two
strains upstream of the bla gene (Figure 1), suggesting the
mobilization of blactx.m-10 to a transferable plasmid may have
been mediated by transduction.

Twelve of the 14 blasyy.1» genes were located in Incll (n =
6, 42.9%), IncK (n=15, 35.7%) and IncFIl plasmid (n =1,
7.1%). The two remaining strains simultaneously carried the
blasyy.12> and the blactxm.o gene. In one of them, both genes
were located in the same plasmid, the IncHI2 plasmid (n =1,
7.1%), but it was not possible to determine the incompatibility
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Figure 1. Representation of the genetic environment of blagsg; genes from the 59 clinical isolates producing CTX-M-type and SHV-type B-lactamases
Filled arrows indicate the genes detected by PCR and sequencing. The new structures detected, deposited in the GenBank database under the accession

numbers FJ235692, FJ235693 and FJ235691, are indicated in by *, ** and ***, respectively
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Figure 1. Continued
group of the other one. These results are in agreement with Funding

another study that correlated blasyy.1» with a diversity of IncFII,
IncIl and IncA/C plasmids.® IS26 was found 73 bp upstream of
the blasyy.12 gene in all cases. In all but two SHV-12-producing
strains, the putative DEOR transcriptional regulator (GenBank
EF370423) was identified 21 bp downstream of the blasyv.1»
gene.

The blasyy.s gene was located in IncFII plasmid and its
environment was surrounded by a gene encoding a putative
RecF protein (GenBank AY532647) upstream and the gene
coding the putative DEOR transcriptional regulator downstream
(Figure 1).

In conclusion, our study highlights circulation of different
plasmids containing a diversity of blagsg; genes associated with
different genetic environments in Spain. The diversity of genetic
contexts found for particular bla genes located in specific plas-
mids suggests the evolution of these plasmids by different
recombinatorial events.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: In this study, we investigated the population structure of extended-spectrum [3-lactamase (ESBL)-
Received 26 January 2009 producing Escherichia coli in Spain and determined possible associations between specific multilocus

Accepted 3 March 2009 sequence typing (MLST) types and ESBL types. Ninety-two ESBL-producing E. coli isolates from 11 Span-

ish hospitals were studied. The predominant ESBLs in this collection were CTX-M-14 (45.7%), SHV-12
(21.7%) and CTX-M-9 (20.6%). Phylogenetic groups and MLST types were studied. Thirty-seven isolates
IE/[S]?;T (40.2%) belonged to phylogroup A, 26 (28.3%) to group B1, 13 (14.1%) to group B2 and 16 (17.4%) to group
Escherichia coli D. Fifty-six sequence types (STs) were identified, but ST131 (eight isolates) and ST167 (five isolates) were
Phylogenetic group the most prevalent. The most common ST complexes were ST10 (13 isolates; 14.3%) and ST23 (10 isolates;

11%). Escherichia coli ST131 carried six different ESBLs (CTX-M-1, CTX-M-9, CTX-M-10, CTX-M-14, CTX-M-
15 and SHV-12), E. coli ST10 complex carried five ESBLs and E. coli ST23 complex carried four ESBLs. A

Keywords:

great diversity of MLST types was observed among Spanish ESBL-producing E. coli isolates.
© 2009 Elsevier B.V. and the International Society of Chemotherapy. All rights reserved.

1. Introduction

Most European countries have experienced a recent rapid dis-
semination of extended-spectrum [3-lactamase (ESBL)-producing
Escherichia coli isolates, in particular CTX-M-type [1,2]. In Span-
ish invasive E. coli isolates, ESBL production increased from 1.6%
in 2001 to 7% in 2007 (European Antimicrobial Resistance Surveil-
lance System; http://www.rivm.nl/earss/). Although the spread of
ESBLs is frequently due to the dissemination of mobile genetic ele-
ments [2-4], clonal dissemination of CTX-M-15-producing E. coli
belonging to phylogenetic group B2 and ST131 has been addressed
in different countries [5-8]. In addition, clonal spread of the CTX-
M-9-group-producing ST38 strain has been described in a recent
study in Japan [9]. The various methods by which ESBLs spread

* Corresponding author. Present address: Centro Nacional de Microbiologia, Insti-
tuto de Salud Carlos III, Carretera Pozuelo a Majadahonda, 28220 Majadahonda,
Madrid, Spain.

greatly influence the prevalence of different enzymes in specific
areas.

Multilocus sequence typing (MLST) is expensive and time con-
suming, and almost all studies that characterise the population
structure of ESBL-producing E. coli have selected the study pop-
ulation by some other criteria, such as serotyping [9] or production
of specific ESBLs, e.g. CTX-M-15 [5,8]. As this approach may produce
biased results, we sought to investigate the population genetics of
E. coli carrying a variety of ESBLs without any previous selection.

Our study aimed to determine (i) the population structure
of ESBL-producing E. coli in Spain and (ii) the possible associa-
tion between specific MLST types and ESBL types. To attain these
objectives, the population structure of a large, well-characterised
collection of 92 ESBL-producing E. coli isolates collected during a
Spanish survey [10] was characterised.

2. Material and methods

A collection of 92 ESBL-producing E. coli isolates was recovered
from clinical samples (68.5% from urine) from 11 Spanish hospitals

0924-8579/$ - see front matter © 2009 Elsevier B.V. and the International Society of Chemotherapy. All rights reserved.
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in five geographic regions (Andalucia, Catalufia, Madrid, Baleares
and Valencia). All hospitals were members of the Spanish Network
for Research in Infectious Diseases (REIPI) [10]. Participant hospi-
tals were asked to collect up to 15 consecutive, non-duplicate (one
isolate per patient) ESBL-producing E. coli isolates by the first quar-
ter of 2004. Eight different ESBL types were identified, with the
predominant types being CTX-M-14 (45.7%), SHV-12 (21.7%) and
CTX-M-9 (20.6%), as described previously [10]. In addition, the plas-
mids encoding blagsg; and the corresponding surrounding genes in
selected isolates were further characterised [11].

In the present study, MLST types and phylogenetic groups of
the ESBL-producing E. coli were analysed. Phylogenetic groups were
determined by a multiplex polymerase chain reaction (PCR) assay
as described by Clermont et al. [12]. Analysis of two genes (chuA
and yjaA) and an anonymous DNA fragment (TSPE4.C2) allowed the
identification of the four major phylogenetic groups of E. coli.

MLST determinations were carried out according to the Max-
Planck Institute scheme for E. coli developed by M. Achtman et
al. (http://web.mpiib-berlin.mpg.de). The phylogenetic relation-
ships among the different sequence types (STs) found in this
study were established according to the eBURST program version 2
(http://linux.mlst.net/burst.htm). STs of all E. coli isolates from the
MLST database as well as STs of ESBL-producing E. coli from this
study were considered together and introduced into the eBURST
for analysis and elaboration of a population snapshot (Fig. 1).

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism ver-
sion 3.02 software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA).

3. Results
3.1. Phylogenetic groups

Of the 92 ESBL-producing E. coli isolates, 37 (40.2%) belonged to
phylogenetic group A, 26 (28.3%) to group B1, 13 (14.1%) to group B2
and 16 (17.4%) to group D. Seven different ESBL types were found
among E. coli phylogroup A isolates, four among phylogroup B1
isolates, six among phylogroup B2 isolates and three among phy-
logroup D isolates.

Escherichia coli producing the three most prevalent ESBL types
(CTX-M-14, CTX-M-9 and SHV-12) were distributed among all four

phylogroups, with CTX-M-14-producing isolates being the most
prevalent in all of them. Of the three CTX-M-15-producing isolates,
two were phylogroup B2 and one was phylogroup A.

3.2. MLST analysis

Among the 91 isolates tested (1 isolate could not be sequenced),
56 different STs were identified. The most prevalent STs were
ST131 (eight isolates), ST167 (five isolates), ST23 (four isolates),
ST602 (four isolates) and ST359 (four isolates) (Fig. 1; Table 1). The
ST131 isolates were recovered from different geographic locations:
Barcelona (four isolates from three different hospitals); Madrid
(three isolates from one hospital); and Seville (one isolate).

By eBURST, 33 STs were distributed into 15 different ST com-
plexes (53 isolates), whilst 23 STs were considered singletons (38
isolates) (Table 1). The two main ST complexes were ST10 (13 iso-
lates; 14.3%) and ST23 (10 isolates; 11%). Five of the eight most
frequent STs, including ST131, were singletons (Table 1).

Analysis with eBURST provided an overview of STs of the Spanish
ESBL-producing E. coli isolates from this study compared with all E.
coliisolates from the MLST database. The major ST complexes found
are represented in Fig. 1. ST10 complex was the most commonly
detected in this study (14.3%) and is also the most frequent ST in
the MLST database (9.4%).

3.3. Sequence type distribution in relation to extended-spectrum
B-lactamase types

The Spanish ESBL-producing E. coli were distributed among a
large number of MLST types (Table 1). The CTX-M-14-producers
were distributed into 12 different ST complexes (28 isolates) and 10
singletons (13 isolates) (Table 1). The SHV-12-producers alone were
distributed among six ST complexes (11 isolates) and 7 singletons (7
isolates) (Table 1). The CTX-M-9-producers alone were distributed
among four ST complexes (8 isolates) and 7 singletons (9 isolates)
(Table 1).

Escherichia coli ST131 isolates carried six different ESBLs: CTX-
M-9; CTX-M-10; CTX-M-1; CTX-M-14; CTX-M-15; and SHV-12. In
addition, E. coliisolates belonging to the two major complexes, ST10
and ST23, had five and four ESBL types, respectively.

T
Y
. ' —
= ——
‘4 sT23
ST31 complex
complex

Fig. 1. Population snapshot of sequence types (STs) of all Escherichia coli isolates from the multilocus sequence typing (MLST) database and STs of extended-spectrum (3-
lactamase (ESBL)-producing E. coli from this study considered altogether. The most important ST complexes found in this study (ST10 complex, ST23 complex, ST31 complex,

ST131, ST446 complex and ST538 complex) are emphasised.
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Table 1

Distribution of sequence type (ST) and phylogenetic groups among 91 extended-
spectrum [-lactamase (ESBL)-producing Escherichia coli isolates in relation to ESBL
type.

ESBL (n) ST complex (n) ST? (phylogenetic group)
CTX-M-14 (41) ST23 (6) 232 (A); 88" (A); 410" (A); 612! (A);
650! (A)
ST10 (4) 6172 (A); 48! (A); 1671 (A)
ST31 (3) 130" (D); 393! (D); 613" (D)
ST538 (3) 5382 (D); 620" (B2)
ST46 (2) 6152 (A)
ST101 (2) 101! (B1); 619! (B1)
ST155(2) 616! (B1); 6211 (B1)
ST156 (2) 348! (B1); 611" (B1)
ST38 (1) 38! (D)
ST69 (1) 69! (D)
ST350 (1) 571 (A)
ST354 (1) 623" (B2)

3593 (B1); 2242 (B1); 131! (B2); 196!
(B1); 6101 (B1); 6141 (A); 622! (B2);
6241 (D); 625 (B2); 649" (B1)

Singletons (13)

SHV-12 (18) ST10 (4) 1672 (A); 10 (A); 227! (A)
ST23 (2) 232 (A)
ST168 (2) 932 (A)
ST101 (1) 604! (B1)
ST350 (1) 571 (D)
ST354 (1) 3541 (D)
Singletons (7) 117 (D); 127" (D); 1311 (B2); 224!
(B1); 297" (B1); 605! (A); 608! (A)
CTX-M-9 (17) ST446 (4) 6024 (B1)
ST10 (2) 1932 (A)
ST59 (1) 591 (D)
ST156 (1) 156! (B1)
Singletons (9) 1172 (D); 1312 (B2, D); 359! (B1); 401!
(A); 600" (B1); 606 (B1); 607" (A)
Other ESBL (15)P ST10 (3) 1672 (A); 10 (A)
ST23 (2) 881 (A); 410! (A)
ST46 (1) 609! (A)

1314 (B2); 4012 (A); 540! (A); 603!
(B1); 653! (B2)

Singletons (9)

3 Number of isolates in superscript.
b Two CTX-M-1, three CTX-M-3, two CTX-M-10, three CTX-M-15, three CTX-M-32
and two CTX-M-9 +SHV-12.

3.4. Phylogenetic groups in relation to sequence types

A strong association between STs and phylogenetic groups was
found, as all 23 isolates of the ST10 and ST23 complexes were
phylogroup A. Also, of eight ST131 isolates, seven belonged to the
virulent extraintestinal phylogroup B2, and the three ST117 isolates
belonged to phylogroup D (Table 1).

4. Discussion

We characterised the population structure of 92 E. coli isolates
carrying eight types of ESBLs, seven of the CTX-M family. Several
findings are of epidemiological and microbiological interest: (i) a
great diversity of MLST types was observed; (ii) the E. coli isolates
belonging to the most common STs or ST complexes could carry
almost all of the ESBL types identified in this study; and (iii) ST10
complex (the most frequent in this study and also in the MLST
database) carried five different ESBLs (CTX-M-14, SHV-12, CTX-M-9,
CTX-M-15 and CTX-M-32).

The spread of ST131/B2 CTX-M-15-producingE. coliisolates, pre-
viously described in Madrid, Spain [5], and in other countries [6-8],
was not observed in this study. In fact, of the three CTX-M-15-
producing isolates, only one was ST131/B2 whilst the other two
belonged to STs 167 and 653. Plasmids that carry CTX-M-15 are well
disseminated among circulating virulent ST131/B2 E. coli strains

in some geographic areas [6-8,13]; however, we found that ST131
E. coli not only carried CTX-M-15 but also CTX-M-9, CTX-M-10,
CTX-M-14, SHV-12 and CTX-M-1. These results agree with the very
recent description of ST131 E. coli harbouring blactx-m-2-group and
blactx-m-14 inJapan [9]. Unlike the epidemic ST38 E. coli described in
Japan thatis associated with CTX-M-9-group ESBLs [9], we detected
only one ST38 isolate producing CTX-M-14.

In a recent French study, ST131 and ST10 complex isolates were
found to be the most prevalent among faecal samples from healthy
carriers of nalidixic acid-resistant (but ESBL-negative) E. coli [14].
In England, 59% of uropathogenic E. coli were ST131 (98.1% of them
resistant to cefpodoxime); the next most prevalent strains, ST73
and ST95 (6.8% each) [15], were not detected in our study.

None of the ESBL-producing E. coli analysed in this study caused
outbreaks in any of the participating Spanish hospitals. However,
we have previously reported the epidemic dissemination of a clonal
CTX-M-15-producingE. coli in community healthcare centres, long-
term care facilities and hospitals in the Madrid area [5]. Two
epidemiological scenarios are possible: the clonal spread of a few
specific strains; and the dissemination of blagsg; genes among a
diverse population of E. coli. The two models can occur simultane-
ously or separately, thereby contributing to the rapid dissemination
of ESBLs.

In this study, we characterised the population structure of 92
E. coli isolates carrying eight ESBL types, with seven from the CTX-
M family. Although a diversity of MLST types was observed, E. coli
belonging to the most common STs or ST complexes (ST131, ST10
complex and ST23 complex) can carry almost all of the ESBL types.
Escherichia coli ST131 carried not only CTX-M-15 but also CTX-M-9,
CTX-M-10, CTX-M-14, SHV-12 and CTX-M-1.
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