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3-AMA: àcid 3-amino-monobactàmic. 

6-APA: àcid 6-aminopenicilanic. 

AAC: N-acetiltransferases. 

ABC: ATP-binding cassette. 

ADN: àcid desoxiribonucleic. 

ADNc: àcid desoxiribonucleic complementari. 

AFLP: Amplified Fragment Length Polymorphism 

AME: Aminoglycoside Modifying Enzyme. 

AmpC: betalactamasa de classe C. 

AmpCp: AmpC plasmídica. 

ANT: O-nucleotidiltransferases. 

APH: O-fosfotransferases. 

ARN: àcid ribonucleic. 

ARNm: ARN missatger. 

ARNr: ARN ribosomal. 

ARNt: ARN de transferència. 

ATM: Amplicon Template Mix. 

BAL: rentat broncoalveolar. 
 
BAS: aspirat broncoalveolar. 
 
BLEA: betalactamasa d’espectre ampliat.  

BrEt: bromur d’etidi. 

CAN: Clean Amplified NTA.  

CDC: Centers for Disease Control and Prevention. 

cgMLST: core genome MultiLocus Sequence Typing. 

CHDL: Carbapenem-Hydrolyzing class D betaLactamases.  

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute. 

http://www.cdc.gov/
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CIM: concentració inhibitoria mínima.  

CIM: Carbapenem Inactivation Method. 

CS: Constant Sequence. 

CSPD: Disodium 3-(4-metoxi-spiro{1,2-diox-etano-3,2-(5’-clor)tricicle[3.3.1.13,7]decan}-4-yl)fenilfosfat. 

DAL: Diluted Amplified Library.  

dNTP: deoxinucleòtid.. 

DR: Directed Repeat.. 

EDTA: àcid etilendiaminotetraacètic. 

EGM: elements genètics mòbils. 

EUCAST: European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing). 

GES: Guiana extended spectrum. 

GLcNAc o NAG: N-acetil-D-glucosamina. 

GTA: Gene Transfer Agent. 

HT1: Hybridization buffer. 

IBC: integron-borne cephalosporinase. 

ICE: ntegrative conjugative element. 

IMI: Imipenem-hydrolyzing β-lactamase. 

Inc: Incompatibilitat. 

IS: Insertion Sequence. 

IRL: Inverted Repeat Left. 

IRR: Inverted Repeat Right. 

ITR: Inverted Repeat.  

ITU: infeccions del tracte urinari. 

KPC: Klebsiella pneumoniae carbapenamase. 

LB: Luria Bertani.  

LNA1: Library Normalization Additives 1.. 

LNB 1: Library Normalization Beads 1. 

LNP: Library Normalization Plate. 

LNS1: Library Normalization Storage 1. 

LNW1: Library Normalization Wash 1. 
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LPS: lipopolisacàrid. 

MAS: Test de Masuda. 

MATE: Multidrug And Toxic-compound Extrusion. 

MBL: Metal·lobetalactamasa. 

MFS: Major Facilitator Superfamily. 

MLST: MultiLocus Sequence Typing. 

MPOC: malaltia pulmonar obstructiva crònica. 

MurNAc o NAM: N-àcid acetilmurínic. 

NDM-1:  Nova Delhi metallobetalactamase.  

NGS: New Generation Sequencing. 

NMC: Not metalloenzyme carbapenemase. 

NPM: Nextera PCR Master mix. 

NT: Neutralize Tagment buffer. 

NTA: Nextera XT Tagment amplicon Plate. 

OMP: Outer membrane proteins. 

ORF: Open Reading Frames. 

oriT: origen de transferència. 

oriV : origen de replicació. 

OXA: oxacil·linasa. 

PAL: Pooled Amplified Library. 

PBP: Peniciline Binding Protein. 

PBRT: PCR-Based Replicon typing. 

PCR: Polymerase Chain Reaction. 

PFGE: Pulsed Field Gel Electrophoresis. 

PMQR: Plasmid Mediated Quinolone Resistant. 

PRP: Pentapeptide Repeated Protein. 

QRDR: Quinolone Resistant Determinant Region. 

qRT-PCR: quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction.  

RND: Resistance Nodulation Division. 

RSB: tampó de resuspensió. 
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RLT: RNeasy Lysis Buffer. 

RT: retrotranscripció. 

SDS: Sodium DodecylSulfate. 

SLV: Single Locus Variant. 

SME-1: Serratia marcensens enzyme. 

SMR: Small Multidrug Resistance. 

SSC: Saline-Sodium Citrate. 

 ST: Sequence Type. 

TBE: Tris-Borate-EDTA. 

TD: Tagment DNA buffer.  

TE: Tris-EDTA. 

THM: Test de Hodge modificat. 

Tn: tranposó.  

UVA: UltraViolet light type A. 

VP: Voges-Proskauer. 

WGS: Whole Genome Sequencing. 
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D’ANTIBIÒTICS 

 

A: amicacina. 

AMP: ampicil·lina. 

AMC: amoxicil·lina/àc. clavulànic. 

ATM: aztreonam. 

CA: àcid clavulànic. 

CAZ: ceftazidima. 

CEF: cefalotina. 

CIP: ciprofloxacina. 

CLR: cloranfenicol. 

COL: colistina. 

CRO: ceftriaxona. 

CXM: cefuroxima. 

CTX: cefotaxima. 

D: dibecamicina. 

DAP: daptomicina. 

ERT: ertapenem. 

FEP: cefepime. 

FOS: fosfomicina. 

FOX: cefoxitina. 

G: gentamicina. 

K: kanamicina.  

L: lividomicina. 

LVX: levofloxacina. 

LZD: linezolid. 

MER: meropenem. 

 

 

 

 

MNO: minocilina. 

MTZ: metronidazol. 

NAL: àcid nalidíxic. 

NIT: nitrofurantoina. 

Nm: neomicina. 

Nt: netilmicina. 

P: paromicina. 

PIP: piperacil·lina. 

R: ribostamicina. 

S: sisomicina. 

Spt: espectinomicina. 

Str: estreptomicina. 

SXT: cotrimoxazol. 

T: tobramicina. 

TAZ: tazobactam. 

TGC: tigeciclina. 

TZP: piperacil·lina/tazobactam 
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                ESUM 

 

La carbapenemasa OXA-48 esta àmpliament estesa arreu del món i principalment en 
Enterobacteriaceae. A Catalunya, Klebsiella pneumoniae productora de la carbapenemasa OXA-48 es 
va detectar per primer cop al 2009, i des d’aleshores semblava observar-se un cert increment. 
L’observació d’aquest increment per part de diferents hospitals fou la raó  per a iniciar aquest estudi 
multicèntric que inclou 11 hospitals comarcals i l’Hospital de la Santa Creu i Sant Pau i que té com a 
principal objectiu la caracterització, tant a nivell epidemiològic com molecular, de les soques de K. 
pneumoniae productores d’OXA-48 aïllades al llarg del 2012. En l’estudi es van incloure totes aquelles 
soques de K. pneumoniae que presentaven un fenotip de resistència als antibiòtics betalactàmics 
diferent al patró natural esperat. A les soques seleccionades se’ls hi va realitzar el test de Hodge 
modificat (THM) per poder evidenciar la presència de qualsevol enzim amb activitat enfront els 
carbapenèmics.  

D’un total de 3.901 soques de K. pneumoniae aïllades, 171 (4,4%) van ser positives per al THM. Per 
PCR es van confirmar com a portadores de l’OXA-48 85 soques (49,7%).  

El vuitanta nou percent de les 85 soques productores de l’OXA-48 coexpressaven la BLEA CTX-M-15, 
acompanyada o no d’OXA-1 i/o TEM-1. Es va estudiar la clonalitat d’aquestes 85 soques per 
macrorestricció genòmica (PFGE) i MultiLocus Sequencing Type (MLST). Per PFGE es varen observar 
cinc clones: A, B, C, D i E; que es van correlacionar perfectament amb les cinc seqüència tipus 
trobades: ST101, ST17, ST1233, ST14 i ST405. La ST1233 va ser descrita per primer cop en aquest 
estudi. 
 

El gen blaOXA-48 es trobat situat en un plasmidi conjugatiu del grup d’incompatibilitat IncL, (62 Kb 
aprox) i localitzat majoritàriament en Tn1999.2 (91,7%). Es va descartar que la resta de 
betalactamases trobades estiguessin en aquest plasmidi. 

De les 85 soques productores d’OXA-48, 75 (88,23%) tenien el gen qnrB. També es varen estudiar els 
gens implicats en la resistència enzimàtica als aminoglicòsids. De les 85 soques estudiades, 82 es 
mostraren resistents a algun dels aminoglicòsid estudiats, El fenotip majoritari, va ser la resistència a 
kanamicina, tobramicina i gentamicina (KTG) i s’explica per la presència  dels gens aac(3’)-IIa (KTGN) i 
aac(6)-Ib (KTAN).  

Es van observat que soques genèticament relacionades (igual PFGE, ST i presencia dels mateixos gens 
de resistència)  presentaven nivells de resistència diferents. Aquestes diferencies no es varen poder 
associar a l’activació de bombes d’expulsió AcrAB ni alteracions de les porines estudiades. 

Els resultats obtinguts per les tècniques clàssiques (PCR, Seqüenciació, PFGE i MLST) van ser 
comparats en 37 soques amb la nova tècnica de la seqüenciació massiva del genoma microbià 
(Whole Genome Sequencing: WGS) i el cgMLST (core genome MultiLocus Sequence Typing). Es 
resultats mostraren una bona correlació entre PFGE-MLST i cgMLST. A l’introduir les seqüències 
obtingudes pel WGS als webs PlasmidFinder i al ResFinder, vàrem poder identificar plasmidis 
recentment tipificats i la presència d’altres gens de resistència, com: strA/strB, oqxA/oqxB ,drfA, sul2, 
fosA, catB3, tet(A) i  tet(D). 
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Amb les seqüències obtingudes per WGS també  es va obtenir les seqüències de les dianes d’acció de 
les quinolones, els QRDR. Nomes es varen detectar alteracions en les tres soques del ST101.  

En conclusió, l’increment de la prevalença de K. pneumoniae portadora d’OXA-48 a Catalunya es deu 
a la presència en tots els hospitals on s’han aïllat aquestes soques de l’expansió de les clones ST405 i 
ST101. No havent-hi trobat diferencies en l’entorn genètic del gen que es el mateix que s’ha anat a 
descrivint arreu. Per altra banda, podem afirmar que la WGS és una bona eina per a la descripció 
epidemiològica i molecular de brots produïts per a soques multiresistents.  
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                   ummary 

 

The OXA-48 carbapenemase is widely spread around the world and found mainly in 

Enterobacteriaceae. In Catalonia, OXA-48-producing Klebsiella pneumoniae was first detected in 2009, 

since then, a growing prevalence has been observed in different hospitals, which prompted the aim of 

this multicenter study, which includes 11 regional hospitals and the Hospital de Santa Creu i Sant Pau, 

is the characterization, both epidemiological and molecular, of OXA-48–producing K. pneumoniae 

strains isolated throughout 2012. The study included all K. pneumoniae strains with an unusual pattern 

of resistance to beta-lactam antibiotics. Selected strains underwent a modified Hodge test (MHT) to 

detect any enzyme activity against carbapenemics. 

A total of 3,901 K. pneumoniae strains, 171 MHT-positive strains (4.4%) were selected. PCR confirmed 

that 85 strains carried OXA-48 (49.7%). 

Eighty nine percent of the 85 OXA-48–producing strains coexpressed the ESBL CTX-M-15, with or 

without beta-lactamases OXA-1 and TEM-1. The clonality of these 85 OXA-48–producing strains was 

studied by macrorestriction analysis (PFGE) and multilocus sequence typing (MLST). Five clones were 

observed by PFGE: A, B, C, D and E. These five clones were perfectly correlated with the five sequence 

types found, ST101, ST17I, ST1233, ST14 and ST405. ST1233 is described for the first time in this study. 

The blaOXA-48 gene was found in a conjugative plasmid of incompatibility group IncL (aprox. 62 Kb) and 

located in Tn1999.2 (91.7%). The other beta-lactamase genes of these strains were not found in this 

plasmid. 

Of the 85 OXA-48–producing strains, 75 (88.23%) harboured the qnrB gene. Genes involved in enzyme-

mediated resistance against aminoglycosides were also studied. Of the 85 OXA-48–producing strains, 

82 showed resistance to some of the aminoglycosides studied. The major phenotype showed 

resistance to kanamycin, gentamicin and tobramycin (KTG), and it was explained by the presence of 

aac(3')-IIa (KTGN) and aac(6’)-Ib (KTAN) genes.  

We observed that genetically related strains (that is, closely related PFGE, identical ST and the 

presence of the same resistance genes) showed different levels of resistance. These differences 

couldn’t be due to alterations in the expression of the efflux pump AcrAB or in porins.  

Results obtained by classical techniques (PCR, sequencing, PFGE and MLST) in 37 strains selected were 

compared with those of the new techniques of massive sequencing of microbial genomes (Whole 

Genome Sequencing: WGS) and cgMLST (core genome MultiLocus Sequence Typing). A good 

correlation was found between PFGE-MLST and cgMLST, and four strains were identical by cgMLST but 

not by PFGE. After uploading the sequences obtained by WGS to the PlasmidFinder and ResFinder 

online search tools, we were able to identify recently classified plasmids and determine the presence 

of other resistance genes, such as: strA / strB, oqxA / oqxB, drfA, sul2, fosA, catB3, tet(A) and tet(D). 

The use of WGS allowed us to obtain sequences of the targets of the quinolones, the QRDR. 
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Surprisingly, only alterations described as responsible for this resistance were detected in all three 

ST101 strains. 

In conclusion, the increase in the prevalence of OXA-48-carrying K. pneumoniae in Catalonia is due to 

the expansion of the ST405 and ST101 clones in all hospitals where strains were isolated. No 

differences in the genetic background of the blaOXA-48 gene were found, as reported elsewhere. 

Moreover, WGS was found to be a useful tool for the molecular and epidemiological analysis of 

outbreaks caused by multidrug-resistant strains. 
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1.1 .   Enterobacteriaceae: Klebsiella pneumoniae 

El nom Enterobacteriaceae, va ser donat pel microbiòleg Otto Rahn, al 1937, a un conjunt de bacteris 

gramnegatius que en la seva majoria es trobaven dins la flora intestinal i que compartien certes 

similituds  morfològiques i bioquímiques1–4. 

Avui en dia aquest terme fa referència a un grup molt ampli i divers de  bacils gramnegatius, amb 

més de 50 gèneres cultivables i més d’un centenar d’espècies descrites, i diversos gèneres 

endosimbionts o paràsits d’insectes i plantes, alguns dels quals no són cultivables en medis 

convencionals. Els gèneres Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Proteus, Salmonella, Shigella i 

Yersinia, són coneguts en el món de la microbiologia clínica com a habituals patògens humans (Taula 

1). Aquesta  família és la única representativa en l’ordre dels Enterobacterials de la classe dels 

Gammaproteobacteris i del phylum dels Proteobacteris (www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy i 

www.bacterio.net). La seva classificació s’ha realitzat a partir de la característiques bioquímiques 

(estudis del seu metabolisme), la seva estructura antigènica o mitjançant tècniques moleculars 

(estudis ARNr 16S). 

Els enterobacteris són bacils gramnegatius de 1 a 5 µm de grandària, aerobis i anaerobis facultatius, 

no esporulats, que fermenten carbohidrats (p.e. glucosa) per la via àcid-mixta o del butanodiol per 

obtenir àcid làctic i altres productes, i la gran majoria pot reduir el nitrat a nitrit. Són catalasa positius 

i oxidasa negatius, exceptuant Plesiomonas shigelloides3,5,6. Clínicament creixen en medis de cultiu 

usuals, així com en medis que contenen citrat sòdic o sals biliars, com el medi de MacConkey que 

s’utilitza per seleccionar els bacteris d’aquesta família en mostres polimicrobianes. Generalment són 

mòbils degut a la presència de flagels perítrics envoltant tota la cèl·lula, exceptuant alguns gèneres 

immòbils com Klebsiella i Shigella. Moltes espècies, a més dels flagels produeixen fímbries o pili, 

càpsules o ambdues coses, que molt cops són importants factors de virulència. Les fímbries o pili 

estan presents en quasi totes les espècies i són responsables de la fixació de les cèl·lules bacterianes 

a altres bacteris, a les cèl·lules de l’hoste o actuant com a receptor de bacteriòfags. La majoria dels 

enterobacteris són acapsulars, sense càpsula, exceptuant el gènere Klebsiella i algunes soques 

d’Escherichia coli, les càpsules són de composició polisacàrida i poden tenir una estructura laxa o 

rígida. 

Els enterobacteris tenen una estructura típica dels bacils gramnegatius, és a dir, tenen la pared 

cel·lular embolcallant la membrana interna o citosòlica (Figura 1). Aquesta pared cel·lular està 

composta per una fina capa de peptidoglicà que es troba recoberta per una membrana externa. 

 

La membrana externa està formada per7:  

1. Les proteïnes de membrana i els canals protèics (porines) que permeten el pas selectiu de 

substàncies hidrofíliques. 

2. Lipopolisacàrids (LPS, amb 3 regions: el Lípid A, el nucli del polisacàrid i l’antigen O). 

3. Les lipoproteïnes o proteïnes de Braun, implicades en la unió de la membrana externa i el 

peptidoglicà. 
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4. Els fosfolípids que confereixen rigidesa i permeabilitat a la membrana.  

El peptidoglicà, que és un heteropolímer unit covalentment, s’estén per la part exterior de la 

membrana interna. Les seves funcions principals són les de mantenir la forma cel·lular i conferir 

rigidesa al microorganisme, oferir protecció enfront a condicions ambientals adverses, mantenir la 

pressió osmòtica per a evitar la lisi cel·lular i constituir una barrera impermeable a molècules no 

lipofíliques, carregades i de gran mida. Gràcies a ell i al comportament que pren davant la tinció de 

Gram, és d’on deriva el nom de gramnegatiu. En la tinció de Gram, el cristall violeta tenyeix el 

peptidoglicà. Al ser aquesta capa més gruixuda en els bacteris grampositius, aquests queden tenyits 

de blau, mentre que els bacteris gramnegatius per la decoloració amb alcohol-acetona perden 

aquesta coloració i es tenyeixen de color rosat gràcies a la tinció per contrast (safranina o fucsina).  

 

Taula 1. Enterobacteris més destacats en microbiologia clínica. 

Gènere Espècie Patología 

Patògens   

Salmonella S. enterica  

Enteritis 
Serotips: Enteritidis, Typhimurium i altres. 

Serotips: Typhi, Paratyphi A, B, C. Febre tifoidea i paratifoidea 

Shigella S. dysenteriae, S. sonnei, S. flexneri, S. boydii Enteritis 

Yersinia Y. pestis 

Y. enterocolítica 

Y. pseudotuberculosis 

Peste 

Enteritis 

Adenitis mesentèrica 

Klebsiella K. granulomatis 

K. rhinoscleromatis 

K. ozenae 

Granuloma inguinal 

Rinosclorema 

Ocena 

Escherichia E. coli (determinats serotips) Enteritis   

Començals  Infeccions oportunistes 

Escherichia E. coli  

Klebsiella K. pneumoniae, K. oxytoca  

Enterobacter E. cloacae, E. aerogenes  

Serratia S. marcescens  

Proteus P. vulgaris, P. mirabilis  

Morganella M. morganii  

Providencia P. stuartii  

Citrobacter C. freundii, C. koseri  

 

 

La membrana citosòlica és composta per proteïnes i fosfolípids (bicapa lipídica). Les seves funcions 

són la permeabilitat selectiva i transport de soluts (la major part de les molècules que la travessen no 

ho fan de forma passiva), la fosforilació oxidativa en els organismes aeròbics, l'alliberament d'enzims 

hidrolítics i el reciclatge de receptors. 
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Figura 1. Esquema de la paret cel·lular dels bacteris gramnegatius. On s’observa la membrana externa (composta per 

fosfolípids, lipoproteïnes, proteïnes transmembranals, porines, lipopolisacàrids), la capa de peptidoglicà en el periplasma i 

la membrana interna. 

Klebsiella pneumoniae és l'espècie amb major rellevància clínica dins el gènere Klebsiella. El gènere 

va ser anomenat així en honor a Edwin Klebs, un microbiòleg alemany de finals del segle XIX. El bacil 

també va ser descrit per Carl Friedländer, i durant molts anys va ser conegut com el bacil de 

Friedländer8. Freqüentment es troba causant infeccions nosocomials: infeccions del tracte urinari 

(ITU), pneumònies, sèpsies, infeccions de teixits tous i infeccions de ferida quirúrgica. Són 

especialment sensibles els pacients ingressats en unitats de cures intensives, nounats, i pacients amb 

malaltia pulmonar obstructiva crònica (MPOC), amb diabetis mellitus o alcohòlics3,8.  

Al créixer en agar MacConkey es pot observar la seva capacitat d’assimilar i fermentar la lactosa on 

les colònies són de color rosat clar. En els medis cromogènics (per exemple el medi CPS de 

BioMérieux) tenen un color verd-blau (Figura 2) degut a l’activitat de la ß-glucosidasa i l’absència 

d’activitat ß-glucuronidasa.  K. pneumoniae no és mòbil, no produeix indol, no té activitat d’ornitina 

descarboxilasa, i si té capacitat per desaminar o descarboxilar la lisina. No produeix sulfur d'hidrogen 

i si produeix acetoïna a partir de l’àcid pirúvic en la degradació de la glucosa (test de Voges-Proskauer 

(VP) positiu). Tanmateix, fermenta la lactosa, la sucrosa, el D-manitol, el dulcitol, l’arabinosa, i el 

sorbitol entre altres sucres8. 

 

Figura 2. Soca de Klebseilla pneumoniae crescuda en placa d’agar Mac Conkey (A) i en agar CPS (B). 
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K. pneumoniae presenta resistència natural a certs betalactàmics, com aminopenicil·lines 

(ampicil·lina) i  carboxipenicil·lines (ticarcil·lina), sensibilitat reduïda o intermitja a ureidopenicil·lines 

(piperacil·lina), mantenint-se sensibles a cefalosporines, monobactàmics (aztreonam), 

carbapenèmics (imipenem) i a les associacions amb inhibidors de betalactamasa (amoxicil·lina-àcid  

clavulànic). Aquesta resistència intrínseca a alguns betalactàmics és deguda a la producció d’una 

betalactamasa cromosòmica de classe A, amb activitat penicilinasa (SHV-1 o altres relacionades)9. 

Totes les soques de K. pneumoniae que no hagin adquirit cap mecanisme de resistència es mostren 

sensibles a quinolones, aminoglicòsids o cotrimoxazol, entre d’altres. 

 

1.2. Tractament de les infeccions causades per Enterobactericeae 

 
El tractament de primera elecció de les infeccions causades per enterobacteris són els  antibiòtics 

betalactàmics, tot i que degut a l’augment de l’aparició i la prevalença de diferents mecanismes de 

resistència enfront aquest antibiòtics, com les betalactamases, també es tracten amb altres 

antibiòtics com les quinolones o cotrimoxazol o fosfomicina10. 

Actualment s’estan describint soques amb un perfil de multiresistència que inclou els aminoglicòsids, 

les fluoroquinolones i el cotrimoxazol, circumstància que restringeix les seves possibilitats 

terapèutiques. Aquest fet és degut a que en molts dels casos, els determinants genètics que 

codifiquen aquestes resistencies són presents en el mateix element genètic mòbil (plasmidis, 

transposons i integrons). En aquests elements doncs, és relativament freqüent la presència a l’hora 

de gens de resistència a aminoglicòsids (codifiquen els enzims modificants de aminoglicòsids o les 

metilases) o trimetroprin (dhr, codifiquen les dihidrofolat reductases ) i la seva inherent relació amb 

gens sul, de resistència a sulfamides. També poden presentar gens de resistència a quinolones com 

els qnr, l’aac(6')-Ib-cr i qepA. Com a opcions alternatives per al tractament d’aquests enterobacteris 

multiresistents s'ha suggerit la tigecilina, la colistina, la fosfomicina o la nitrofurantoïna, sobretot en 

el cas de les infeccions urinàries. En quasevol cas el tractament es veurà supeditat als resultats de 

l’antibiograma 10. 

1.3. Els betalactàmics 

 

Actualment, malgrat l’increment de la resistència, els antibiòtics betalactàmics constitueixen el 

principal tractament d'elecció per a les infeccions per enterobacteris donat el seu ampli espectre 

d'acció, eficàcia i baixa toxicitat11,12. 

1.3.1.   Estructura química i classificació dels betalactàmics 

En la seva estructura molecular els antibiòtics betalactàmics contenen un anell betalactàmic, el qual 

pot estar unit a un anell secundari (Figura 3).  
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Figura 3.  Estructura química dels antibiòtics betalactàmics (http://zl.elsevier.es/imatges/28/28v27n02/grande/28v27n02-

13133636fig03.jpg) 

 

Depenent de la naturalesa dels radicals presents en el nucli del betalactàmic, trobem una àmplia 

gamma d'antibiòtics betalactàmics (Taula 2)13,14: 

 Les penicil·lines: contenen dues estructures cícliques, l'àcid 6-aminopenicil·lanic (6-APA), 

compost d'un anell betalactàmic i un anell de tiazolidina. Una cadena lateral en la posició 6 de 

l'anell betalactàmic varia entre les diferents penicil·lines i defineix les seves propietats. 

 Les cefalosporines: són compostos semisintètics derivats de la cefalosporina C. Dins d'aquest 

grup es troben les cefamicines, els carbacefems i els oxacefems. Estan compostes per un nucli 

cefem, producte de la fusió d'un anell betalactàmic amb un anell de dehidrotiacínic. Les 

substitucions en la posició 3 i 7 a les cadenes laterals determinen les diferents propietats i la 

farmacocinètica. La seva classificació en generacions està basada en el moment de 

desenvolupament i en l’espectre d'activitat que presenta. 

 Els carbapenèmics: tenen una estructura bàsica que es compon d'un anell betalactàmic unit a un 

anell de pirrolidina. Aquestes modificacions, les cadenes laterals i la seva posició espaial 

augmenta la seva afinitat per les proteïnes d'unió a penicil·lina (PBP). Són els betalactàmics de 

més ampli espectre. 

 Els monobactàmics: són molècules monocícliques, derivades de l'àcid 3-amino-monobactàmic 

(3-AMA), on el nitrogen de l'anell de betalactàmic s'uneix a un radical sulfònic. L'anell 

betalactàmic no està vinculat a un altre anell secundari. L’aztreonam és l'únic exemple de 

monobactam utilitzat en l’àmbit clínic. 
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 Els inhibidors de la betalactamasa: s'utilitzen en combinació amb penicil·lines per tal de restablir 

la funció dels antibiòtics betalactàmics en bacteris productors de betalactamases. Hi ha tres 

grups diferents: l'àcid clavulànic, el sulbactam i el tazobactam. L'àtom de sulfur en l'anell de 

tiazolidina de l’àcid clavulànic està substituït per un d'oxigen i, en el cas de sulbactam i 

tazobactam, tenen una oxidació en el grup sulfur. L’avibactam és un nou inhibidor de les 

betalactamases amb un espectre d’activitat que inclou betalactamases de les classes A, C i D15. 

 

Taula 2. Classificació dels antibiòtics betalactàmics. 

Classe Grup Antibiòtic 

Penicil·lines Penicil·lines naturals Penicil·lina G, Penicil·lina V 

Aminopenicil·lines Ampicil·lina, Amoxicil·lina 

Ureidopenicil·lines Azlocil·lina, Mezlocil·lina, Piperacil·lina 

Carboxipenicil·lines Carbenicil·lina, Ticarcil·lina 

Isoxazolilpenicil·lines Oxacil·lina, Cloxal·lina 

Cefalosporines Cefalosporines 1ª generació Cefazolina, Cefalotina, Cefradina, Cefadroxil, Cefalexina 

Cefalosporines 2ª generació Cefamandol, Cefuroxima, Cefaclor, Cefonicid 

Cefalosporines 3ª generació Cefotaxima, Ceftazidima, Ceftriaxona, Cefixima, Cefoperazona 

Cefalosporines 4ª generació Cefepime, Cefpiroma 

Cefalosporines 5ª generació Ceftobiprole, Ceftarolina 

Cefamicines Cefoxitina, Cefmetazol, Cefotetàn 

Monobactàmics  Aztreonam 

Carbapenèmics  Imipenem, Meropenem, Ertapenem, Doripenem 

Inhibidors de 

betalactamases 

 Àcid clavulànic, Sulbactam, Tazobactam, Avibactam* 

*Inhibidor de betalactamases sense estructura betalactàmica . 

 

 

1.3.2.  Mecanisme d’acció dels betalactàmics 

 

Els antibiòtics betalactàmics tenen acció bactericida, ja que actuen inhibint la síntesi de la capa del 

peptidoglicà de la paret cel·lular bacteriana i això comporta l’autòlisi de la cèl·lula bacteriana. La capa 

de peptidoglicà és important per a la integritat estructural de la paret cel·lular, especialment en 

organismes grampositius on és el component exterior i primari de la paret.  

 

La síntesis de peptidoglicà (Figura 4) es pot dividir en 3 etapes: en la primera i la segona, els 

precursors del peptidoglicà es sintetitzen en el citoplasma i són transportats a l’espai periplasmàtic a 

través de la membrana citoplasmàtica, en forma de GLcNAc-MurNAc-pentapèptid (GLcNAc: N-acetil-

-D-glucosamina, MurNAc: N-acetilmurínic). En la tercera etapa esdevé l’acoblament i el creixement 

del peptidoglicà. En l’última etapa es produeix la polimerització de diverses unitats disacàrides 

mitjançant una reacció de transglucosidació. El GLcNAc-MurNAc-pentapèptid s’uneix al peptidoglicà, 

mitjançant les transglucosidases, per enllaços β(14); formant un polímer que és una cadena lineal 

del peptidoglicà sense entrecreuar16.  
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Figura 4. Síntesi del peptidoglicà

17
. S’observen els monosacàrids (NAM, N-acetilmuràmic i NAG, N-acetil--D-glucosamina) 

que després constituiran la unitat disacarídica repetitiva de l'esquelet del peptidoglicà, que un cop unida a l‘uridín difosfat 

(UDP) s’activen. A continuació es produeix l’adició seqüencial i ordenada de diferents aminoàcids (L-Ala, D-Glu, L-Lys, D-Ala-

D-Ala), donant lloc a la síntesi d’un pentapèptid. Llavors el UDP-NAM-pentapèptid és transferit a l’undecaprenil-fosfat (un 

transportador de membrana, Lip-P) gràcies a l’acció d’una transferasa específica. Un cop està el NAM-pentapèptid unit a 

l’undecaprenil, una transferasa transfereix la NAG des de l‘UPD-NAG, i es genera l’enllaç ß(1 a 4) entre NAG i NAM. 

Obtenint: Lip-P-P-NAM(pentapèptid)-NAG. Es detallen alguns dels antibiòtics que actuen a nivell de la síntesi del 

peptidoglicà, com és el cas de la vancomicina, la cicloserina o la bacitracina. 

Aquest polímer reacciona amb un peptidoglicà acceptor, per transpeptidació (Figura 5). Això genera 

un enllaç peptídic entre el grup diamino del peptidoglicà acceptor i el grup carboxil de la D-alanina 

subterminal del peptidoglicà nou, alliberant la D-alanina terminal que serà eliminada per uns enzims 

anomenats D-D-carboxipeptidases. 

 

El pas final de transpeptidació en la síntesi del peptidoglicà es veu facilitat per les transpeptidasses 

PBP (proteïnes d’unió a penicil·lina), les quals tenen una afinitat variable per a la unió de penicil·lines 

o altres antibiòtics betalactàmics.  

 

 
Figura  5. Transpeptidació

17
. La cadena recent sintetitzada del peptidoglicà reacciona amb un peptidoglicà acceptor pre-

existent. En aquesta reacció es veuen implicats el grup C = O de la D-Ala del peptidoglicà naixent i el grup -NH2 lliure del 

diaminoácid del peptidoglicà acceptor (o de l'últim aminoàcid del pont peptídic). 

Els antibiòtics betalactàmics són anàlegs a la D-alanyl-D-alanina (residus aminoàcidics terminals en el 

precursor GLcNAc/MurNAc de la capa de peptidoglicà naixent) fet que  facilita la seva unió al lloc 

actiu de la PBP. El nucli betalactàmic de la molècula s'uneix irreversiblement al residu Ser403 del 

centre actiu de la PBP. Aquesta inhibició irreversible de les PBP evita la transpeptidació final de la 

capa de peptidoglicà naixent, interrompent la síntesi de la paret cel·lular. La inhibició de la 

transpeptidació causa una acumulació de precursors de peptidoglicà, els quals produeixen una 

activació d'enzims com hidrolases i autolisines que digereixen, més encara, el romanent de 

peptidoglicà en el bacteri. 
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1.3.3.    Mecanismes de resistència als betalactàmics 

 
Davant de l’aparició i l’ús dels antibacterians, els bacteris han desenvolupat un seguit de mecanismes 

de resistència enfront ells18,19 (Figura 6). El principal mecanisme de resistència en enterobacteris 

però, és la producció d’enzims inactivants. El mecanisme enzimàtic porta en molts casos associat 

d’altres mecanismes com aquells implicats en la disminució de la concentració intracel·lular de 

l’antibiòtic, tant degut a alteracions de la permeabilitat com degut a la sobreexpressió de bombes 

d’expulsió actives.  

 

Per altra banda, encara que de manera anecdòtica, comentar que en enterobacteris s’ha descrit 

també resistència degut a alteracions de la diana (les PBP). Les alteracions de la diana són canvis 

estructurals en les PBP, degut a mutacions o a incorporacións d’ADN exogen, que poden conduir a 

una pèrdua substancial d'afinitat entre aquestes proteïnes i els betalactàmics, i a la reducció de 

l'activitat antimicrobiana d'aquests últims. Les modificacions no impedeixen a aquestes dianes seguir 

realitzant la seva funció fisiològica en el bacteri. Aquest tipus de mecanisme de resistència és més 

freqüent en bacteris grampositius (p.e. Staphylococcus aureus). En K. pneumoniae  no s’han descrit. 

 
Figura 6. Mecanismes de resistència en bacteris gramnegatius

20
. Pèrdua de porines, producció de betalactamases en 

l’espai periplasmàtic, sobreexpressió de bombes d’expulsió transmembranals, enzims modificadors dels antibiòtics, 

mutacions de les dianes, modificació/mutació dels ribosomes, mutacions del LPS i modificació del metabolisme de les 

dianes. 
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1.3.3.1.   Les  betalactamases 

 

Els enzims inactivants dels betalactàmics reben el nom genèric de betalactamases. 

 

Les betalactamases, s’han convertit en el mecanisme de resistència més comú als betalactàmics en 

els bacteris gramnegatius i en la família Enterobacteriaceae21,22.  Les betalactamases actuen 

hidrolitzant l'enllaç amida de l'anell betalactàmic. Això provoca que l’antibiòtic perdi la capacitat 

d’unir-se a les PBP, i per tant, la d’inhibir la síntesi del peptidoglicà.  

Les betalactamases estan codificades pels gens bla, i es poden expressar de forma constitutiva o 

induïble. Aquests gens bla poden estar codificats en el cromosoma o en elements genètics mòbils 

(plasmidis, transposons, integrons, etc.). Les betalactamases, en bacteris gramnegatius s’excreten a 

l‘espai periplasmàtic, on hidrolitzen el betalactàmic impedint que aquest inactivi a les PBP. També es 

troben en bacteris grampositius però en menor freqüència. 

 

L’origen de les betalactamases sembla que està en diferents espècies de microorganismes on 

desenvolupaven un paper en el metabolisme de la paret cel·lular bacteriana, tal com s'evidencia pel 

fet que l'expressió induïble de les betalactamases de classe C està íntimament lligada a la d'enzims de 

reciclatge del peptidoglicà. El seu paper en la protecció contra els antibiòtics betalactàmics d'ús clínic 

podria, per tant, ser gratuït; però, és en aquest paper on   ara tenen la major importància clínica i es 

troben sota una gran pressió de selecció21. 

 

A partir de la introducció en l’àmbit clínic dels antibiòtics betalactàmics hi va haver una diferenciació i 

diversificació de les betalactamases, obtenint un augment en el nombre d’aquets enzims. 

Actualment hi ha més de 1.300 betalactamases  identificades (www.lahey.org/studies/). 

 

Des de la seva aparició, les betalactamases s’han estat classificant segons el perfil de substrat o les 

propietats bioquímiques, i s’han anomenat seguint diferents formats segons el lloc on s’han 

descobert, el nom del pacient, el nom de la soca bacteriana on s’ha descobert, etc.22,23,24 

(www.lahey.org/studies/). En l’actualitat, però, s’ha arribat a un consens basat en dos criteris: 

 Les seves característiques funcionals enzimàtiques: classificació Bush-Jacoby-Medeiros25,26,27. 

 La seva estructura primària: classificació d’Ambler28. 

 

La classificació més simple és la basada en les seves característiques estructurals i que agrupa les 

betalactamases en 4 classes moleculars (A, B, C i D). Malgrat això, la classificació funcional resulta 

més pràctica, donat que permet establir una relació entre els enzims i les diferents resistències als 

antibiòtics betalactàmics (Taula 3). 
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Taula 3. Classificació de les betalactamases. 

Grup 

Bush-

Jacoby 

(2009) 

Classe 

molecular 

(subclasses) 

Substrat Inhibició per 

CA/ EDTA 

Característiques Enzims 

representatius 

1 C Cefalosporines -/- Major hidròlisis de cefalosporines 

(inclòs cefamicines) que de 

benzilpenicil·lina. 

E. coli AmpC, P99, ACT-

1, CMY-2, MIR-1, FOX-1 

1e C Cefalosporines -/- Augment de la hidròlisis de 

ceftazidima i a vegades d’altres 

oximinobetalactàmics 

GC1, CMY-37 

2a A Penicil·lines +/- Major hidròlisis de la 

benzilpenicil·lina que de 

cefalosporines 

PC1 

2b A Penicil·lines i 

cefalosporines de 1ª i 

2ª generació 

+/- Similar hidròlisis i de 

benzilpenicil·lina i cefalosporines 

TEM-1, TEM-2, SHV-1. 

2be A Cefalosporines d’ampli 

espectre i 

monobactàmics 

+/- Hidròlisi incrementada de 

oximinobetalactàmics  

TEM-3, SHV-2,  

CTX-M-15, PER-1, VEB-1. 

2br A Penicil·lines -/- Resistència al àcid clavulànic, 

sulbactam i tazobactam 

TEM-30, SHV-10 

2ber A Cefalosporines d’ampli 

espectre, 

monobactàmics 

-/- Hidròlisi incrementada 

d’oximinobetalactàmics i resistència 

a inhibidors 

TEM-50 

2c A Carbenicil·lina +/- Hidròlisi incrementada de la 

carbenicil·lina 

PSE-1, CARB-3 

2ce A Carbenicil·lina, 

cefepime 

+/- Hidròliss incrementada de la 

carbenicil·lina i cefepime 

RTG-4 

2d D Cloxacil·lina Variable/- Hidròlisi incrementada de 

cloxacil·lina o oxacil·lina 

OXA-1, OXA-10 

2de D Cefalosporines d’ampli 

espectre 

Variable/- Hidròlisi incrementada de 

cloxacil·lina u oxacil·lina i 

oximinobetalactàmics 

OXA-11, OXA-15 

2df D Carbapenèmics Variable/- Hidròlisi incrementada de 

cloxacil·lina o oxacil·lina i 

carbapenèmics 

OXA-23, OXA-48 

2e A Cefalosporines d’ampli 

espectre 

+/- Hidrolitza cefalosporines, inhibida 

per àc. clavulànic no per aztreonam 

CepA 

2f A Carbapenèmics Variable/- Hidròlisi incrementada de 

carbapenèmics, 

oximinobetalactàmics i cefamicines 

KPC-2, IMI-1, SME-1 

3a B(B1) Carbapenèmics -/+ Hidròlisi d’ampli espectre  

(inclos carbapenemincs i no 

monobactàmics) 

IMP-1, VIM-1, CcrA, IND-

1, NDM 

3a B(B3) Carbapenèmics -/+ Hidròlisi d’ampli espectre  

(inclòs carbapenèmics i no 

monobactàmics) 

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

3b B(B2) Carbapenèmics -/+ Hidròlisi preferencial de 

carbapenèmics 

CphA, Afh-1 
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Grup 1: Les betalactamases de classe C (AmpC), també anomenades cefamicinases, tenen un residu 

de serina en el seu centre actiu, i normalment es troben codificades en el cromosoma de moltes 

Enterobacteriaceae i altres microorganismes. Són resistents a l‘àcid clavulànic i mostren més afinitat 

a les cefalosporines que a les benzilpenicil·lines. Engloba les betalactamases de la classe molecular C 

d’Ambler. 

 

Grup 2: Aquest grup engloba les betalactamases de classe molecular A i D, i és el grup més gran. 

Aquestes també presenten un residu de serina al centre actiu. 

- Subgrup 2a: petit grup betalactamases d'ampli espectre que hidrolitzen només les 

benzilpenicil·lines. Són inhibides per l’àcid clavulànic i el tazobactam. Aquests enzims són de 

la classe molecular A. 

- Subgrup 2b: hidrolitzen fàcilment penicil·lines i cefalosporines de primera generació i són 

inhibides per l’àcid clavulànic i el tazobactam. Inclouen els enzims TEM-1, TEM-2, i SHV-1. 

- Subgrup 2be: inclouen les betalactamases d’espectre ampliat (BLEA), algunes són 

derivades de TEM-1, TEM-2 o SHV-1. No només hidrolitzen les penicil·lines i les 

cefalosporines, sinó també els oximinobetalactàmics i monobactàmics (cefotaxima, 

ceftazidima i aztreonam). Són sensibles a l'àcid clavulànic. Les principals famílies són TEM, 

SHV i CTX-M. Aquests enzims són de la classe molecular A. 

- Subgrup 2br: són enzims d'ampli espectre derivats de les betalactamases tipus TEM i SHV, 

es caracteritzen per ser resistents a l'àcid clavulànic. Aquests enzims són de la classe 

molecular A. 

- Subgrup 2c: inclou les carbenicil·linases, CARB o PSE, que hidrolitzen preferentment 

carbenicil·lina i ticarcil·lina. Són generalment inhibides per l’àcid clavulànic i el tazobactam. 

Aquests enzims són de la classe molecular A. 

- Subgrup 2ce: inclueix  la carbenicill·inasa d’ampli espectre RTG-4 (CARB-10), que presenta 

activitat, a més, enfront cefepime. Aquests enzims són de la classe molecular A. 

- Subgrup 2d: també s’anomenen oxacil·linases (OXA) per la seva capacitat d’hidrolitzar 

cloxacil·lina i oxacil·lina. Són resistents a l'àcid clavulànic però inhibides pel clorur sòdic 

(NaCl). Aquests enzims són de la classe molecular D. 

- Subgrup 2de:  enzims que hidrolitzen cloxacil·lina o oxacil·lina, i a més presenten activitat 

enfront els oximinobetalactàmics, però segueixen sent sensibles als carbapenèmics. Són  

derivats d’OXA-10. Aquests enzims són de la classe molecular D. 

- Subgrup 2df: són resistents a l’àcid clavulànic i hidrolitzen carbapenèmics. Freqüentment 

es troben en el cromosoma d’A. baumannii,  encara que també s’han trobat en 

Enterobacteriaceae (OXA-23, OXA-48). Tenen una alta activitat hidrolítica contra 

benzilpenicil·lina i oxacil·lina, i baixa  activitat carbapenemàsica, encara que són més 

actius enfront imipenem que meropenem. Aquests enzims són  de la classe molecular D. 

- Subgrup 2e: aquest subgrup de cefalosporinases tenen la capacitat d’hidrolitzar 

cefaloporines d’ampli espectre i ser inhibides per l’àcid clavulànic o el tazobactam. Es poden 

diferenciar de les AmpC per la seva baixa afinitat a l’aztreonam. Un exemple és la CepA. 

Aquests enzims són de la classe molecular A. 

- Subgrup 2f:  són enzims amb  activitat carbapenemàsica. Són inhibides per l'àcid clavulànic i 

tazobactam, i mostren una major activitat hidrolítica enfront l‘aztreonam que enfront les 
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cefalosporines d'ampli espectre. Les principals famílies de betalactamases cromosòmiques 

d'aquest grup són KPC, SME, IMI-1 i NMC-129,30. Aquests enzims són de la classe molecular A. 

 

Grup 3: Són les anomenades metal·lobetalactamases (MBL) que pertanyen a  la classe molecular B. 

Estructuralment són diferents de la resta degut a que necessiten un ió de zinc en el seu centre actiu. 

Hidrolitzen tots els betalactàmics, amb excepció dels monobactàmics, i no són inhibides per l'àcid 

clavulànic o tazobactam però si pels quelants d'ions metàl·lics com l'àcid etilendiaminotetraacètic 

(EDTA). Les principals famílies presents en enterobacteris són els IMP, VIM i NDM. Els gens que les 

codifiquen estan freqüentment situats en elements mòbils31. 

 

1.3.3.2.  Alteracions en la permeabilitat cel.lular. 

Un altre mecanisme de resistència és el d’impedir que l’antibiòtic arribi a la seva diana, i una manera 

de fer-ho és alterant el pas de substàncies a través de la membrana cel.lular. Aquestes alteracions es 

deuen fonamentalment a dos processos, disminució de les proteïnes de la membrana externa (OMP), 

anomenades porines, que fan disminuir l’entrada de l’antibiòtic, i l’activació de bombes d’expulsió 

que activen la sortida de l’antibiòtic fora la cèl.lula. En ambdós casos aquests mecanismes 

confereixen una resistència de baix nivell i que pot afectar a diferents famílies d’antimicrobians a 

l’hora. 

 

1.3.3.2.1.  Les porines 

 

Les porines són proteïnes de la membrana externa (Outer membrane proteins: OMP) dels bacteris 

gramnegatius que formen canals que permeten l’entrada de diferents nutrients. Aquestes “vies 

d’accés” són utilitzades sovint pels antibacterians per accedir a l’interior de la cèl·lula. Per això, 

l’alteració d’aquestes proteïnes transmembranals (bé en nombre, bé en estructura),  o la desaparició 

d’alguna, evita l’entrada dins la cèl·lula de dites substàncies i origina soques resistents a 

l’antimicrobià 32–36.  

 

Podem trobar dos tipus de porines: les no específiques, que permeten la difusió de molècules polars 

petites, com per exemple OmpK36; i les específiques, que faciliten la difusió de substrats específics, 

com per exemple LamB. Les principals porines descrites en K. pneumoniae i que s’han relacionat amb 

la resistència a determinats antibiòtics són l’OmpK36 i OmpK35, tot i que també s’han descrit altres 

com LamB, PhoE, OmpK37 i OmpK26 que també hi podrien jugar algun paper. 

OmpK26: és homòloga a la NanC d‘E. coli. Presenta una estructura típica de barril β amb 5 girs 

periplàsmics curts i 6 loops extracel·lulars de mida variable. Està involucrada en el transport 

d’oligosacàrids acídics. Es creu que la seva expressió és un mecanisme essencial per a compensar la 

pèrdua de l’OmpK36. I s’ha vist que la seva sobreexpressió està correlacionada amb la resistència a 

carbapenèmics37. 

OmpK35: és l’homòloga a l’OmpF d’ E. coli. Presenta una estructura típica de 16 làmines β, amb 8 girs 

periplàsmics curts i 8 loops extracel·lulars amb una mida variable (Figura 7). Permet una penetració 

eficient de la cefoxitina i carbepenèmics, però existeix certa controvèrsia amb el rol que té amb la 

resta de les cefalosporines. Té un paper més important en la modificació de la sensibilitat a 
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antimicrobians que l’OmpK36, tal i com es va observar en l’estudi de Doménech-Sánchez, et al. al 

2003  amb una  soca mutant de K. pneumoniae35.  

La pèrdua d’OmpK35, per disrupcions provocades per: mutacions puntuals que originen una 

terminació primerenca de la traducció, per codons stop prematurs38–41, o insercions de diferents 

seqüències d’inserció33,38,42–44 conjuntament amb alteracions de l’OmpK36,  confereix resistència a 

cefalosporines i carbapenèmics (a ertapenem sobretot), particularment en soques que 

sobreexpressen o adquireixen algun tipus de betalactamases33,37,39,45–47. 

OmpK36: és l’homòloga a l’OmpC d’E. coli.  La seva estructura tridimensional consta d’un barril de 16 

làmines β, amb llargs loops en un extrem i que es tornen curts en l’altre. Tant aquesta com l’OmpK35 

faciliten la difusió d’una extensa varietat de molècules, entre elles hi han nutrients i antimicrobians. 

En soques productores de BLEA, la seva pèrdua provoca l’aparició de la resistència a cefoxitina i 

l’augment de la resistència a cefalosporines de tercera i quarta generació. En soques que han adquirit 

una betalactamasa tipus AmpC, l’alteració de l’OmpK36 disminueix la sensibilitat als carbapenèmics, 

arribant inclús a fer-la resistent. Finalment, en soques amb alteracions en les topoisomerases i/o 

amb sobreexpressió de les bombes d’expulsió, alteracions en OmpK36 provoquen un augment en la 

resistència a fluoroquinolones32,34,36,39,43,48,49. Algunes de les alteracions que provoquen la pèrdua 

d’aquesta porina provoquen una terminació primerenca de la traducció (codons stop prematurs)38,39. 

La mutació Gly135Asp, la delecció entre les posicions aminoacídiques 84 i 87 d’asparagina-

asparagina-treonina àcid glutàmic (NNTE)38,45,48,  les insercions de seqüències d’inserció com IS1, IS4, 

IS90334,38,43 o  per l’inserció d’un codó que altera la pauta de lectura de la porina, en poden ser 

exemples.  

 

Figura 7. Representació gràfica de la porina OmpF
50

. S’observa la seva estructura de 16 làmines β (verd), amb 8 girs 

periplasmics curts i 8 loops extracel·lulars (verd i vermell);  també s’observen molècules en l’interior, poliamines (p.e. 

espermina). 

OmpK37: és l’homòloga a l’OmpN d’E. coli. La seva estructura tridimensional consta d’un barril amb 

16  làmines β, 8 girs periplásmics curts i 8 loops extracel·lulars altament variables. L’entrada de 

compostos a través d’aquesta porina és més restrictiva en comparació amb l’OmpK36 i l’OmpK35. La 

proteïna OmpN, és una  porina quiescent, això significa que normalment no s’expressa sinó que 

aquesta està estimulada per certes condicions, entre elles la de pressió antibiòtica. Tot i això el paper 

d’aquesta porina no s’ha vist que sigui determinant pel que fa a la resistència a antibiòtics33,51,52. 
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PhoE: és un porina regulada per fosfat i sembla que està involucrada a promoure l’entrada a la 

cèl·lula de substrats amb càrrega negativa. Es va suggerir a partir de l’estudi de Van Der Ley et al. al 

198653, que el polipèptid (PhoE) travessa diverses vegades la membrana externa en una estructura 

de barril de làmines β, exposant vuit àrees a la superfície cel·lular, les quals estan separades per 

aproximadament 40 residus. L’interior de la porina conté un nombre d’aminoàcids carregats 

positivament orientats cap l’interior que afavoreixen la penetració de molècules carregades 

negativament com el fosfat inorgànic. En absència d’OmpK35 i OmpK36, s’ha observat la 

sobreexpressió d’aquesta porina, i s’ha observat que pot servir com a important via d’entrada de 

carbapenèmics a la cèl·lula33. 

LamB: és una maltoporina, pel fet que es requereix per al creixement en concentracions limitants de 

maltosa. La seva estructura tridimensional consta de 3 subunitats, cada una de les quals és un barril 

amb 18  làmines β, amb girs periplásmics curts i loops extracel·lulars altament variables54. S’ha 

observat que es sobreexpressa en absència d’OmpK35 i OmpK36,  esdevenint la porina majoritària. 

En el cas que no s’expressi no s’han observat canvis significatius, tot i que hi ha modestes 

disminucions en les CIM a ceftazidima, cefepime, cefotaxima, tobramicina, amicacina i levofloxacina. 

S’ha vist que en casos on hi ha l’absència de OmpK36 i LamB hi ha un augment en les CIM a 

cefepime, piperacil·lina-tazobactam, cefotaxima, imipenem, meropenem i ertapenem; deixant veure 

com LamB pot contribuir a la penetració d’aquests compostos47. 

 

1.3.3.3.2.   Les bombes d’expulsió 

Les bombes d’expulsió són complexes protèics transportadors implicats en l’extrusió de components 

tòxics (incloses totes les classes d’antibiòtics clínicament rellevants) de l’interior a l’exterior cel·lular. 

Aquestes proteïnes o complexes protèics es troben presents en procariotes (bacteris grampositius i 

gramnegatius) i en eucariotes. Poden ser específiques de substrat o transportar un ampli rang de 

compostos estructuralment no relacionats55. Al 1980 van ser descrites com a mecanisme de 

resistència a antimicrobians56–58. 

Les bombes d’expulsió activa, es classifiquen en diferents famílies que difereixen en el mode 

d’obtenir energia, en la seva organització estructural i els substrats que poden eliminar. Hi han cinc 

famílies de bombes d’expulsió activa associades amb multiresistència a antimicrobians (Figura 8): 

ABC (ATP-binding cassette), MFS (major facilitator superfamily), MATE (multidrug and toxic-

compound extrusion), SMR (small multidrug resistance) i RND (resistance nodulation division). Un 

microorganisme pot expressar bombes d’expulsió de més d’una família i/o més d’un tipus de bomba 

de la mateixa família. A excepció de la superfamília de RND que només es troben presents en 

bacteris gramnegatius, les altres quatre famílies (MFS, ABC, SMR i MAT) estan àmpliament 

distribuïdes en bacteris tant grampositius com gramnegatius58–60. 
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Figura 8. Esquema de les diferents famílies de bombes d’expulsió activa
61

 

 

Depenent de les classes específiques a què pertanyen, les bombes d'expulsió són d’un sol component 

transportador o  d’un sistema de múltiples components que contenen no només un transportador de 

membrana interna, sinó també un canal a la membrana externa i una proteïna periplasmàtica (que 

funciona com un adaptador) com ara les bombes d’expulsió tipus RND.  

Dins dels transportadors pertanyents a la família RND, la bomba d'expulsió AcrAB-TolC d'E. coli i de 

K. pneumoniae és una de les més estudiades. La seva implicació en multiresistència ha estat 

àmpliament demostrada dins de la família Enterobacteriaceae. Confereix resistència a una àmplia 

varietat de compostos tòxics, aquests inclouen colorants catiònics com la acriflavina, cristall violeta, 

bromur d'etidi i rodamina 6G; antibiòtics com les penicil·lines, cefalosporines, fluoroquinolones, 

macròlids, cloranfenicol, tetraciclines, novobiocina, àcid fusídic, oxazolidinones i rifampicina; 

detergents com el triton X-100, SDS (sodium dodecylsulfate), àcids biliars i fins i tot simples solvents 

orgànics com pentà o ciclohexà. En K. pneumoniae s’ha vist que la seva sobreexpressió dóna lloc a 

una disminució de la sensibilitat del bacteri enfront els betalactàmics62,63(principalment cefoxitina), 

quinolones, cloranfenicol, tigeciclina, tetraciclina i rifampicina64–68. Aquest sistema d'expulsió està 

format per tres proteïnes: una proteïna transportadora, AcrB, localitzada a la membrana interna 

(citoplasmàtica) del bacteri; una proteïna accessòria, AcrA (pertanyent a la família MFP, proteïnes de 

fusió a membrana), localitzada en l'espai periplasmàtic, i una proteïna de membrana externa la TolC 

(pertanyent a la família OMF, factor de membrana externa), que està localitzada a la membrana 

externa del bacteri (és el canal a través de la membrana externa) (Figura 9). Es creu que l’AcrB 

captura el substrat des de la bicapa lipídica o des del citoplasma i el transporta al medi extracel·lular 

a través de TolC. La cooperació entre AcrB i TolC està intervinguda per la proteïna adaptadora 

periplasmática AcrA69–75. 
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Figura 9. Representació de l'estructura de la bomba AcrAB-TolC

76
. Veiem la disposició dels tres components de la bomba: 

AcrB, AcrA i TolC. 

Les dades disponibles actualment, a partir d’assaigs amb mutants obtinguts al laboratori, indiquen 

que les bombes AcrAB-TolC s'expressen sovint sota un control transcripcional precís i elaborat. 

Aquesta bomba es troba codificada per l’operó acrRAB situat en el cromosoma bacterià de K. 

pneumoniae. En aquest operó, el gen acrR actúa com a repressor de AcrAB. A més, però, d’aquesta 

regulació, existeixen reguladors globals, com els de la família de reguladors AraC, MarA, SoxS, Rob, 

RamA i RarA. RamA és un regulador positiu de la bomba d’expulsió AcrAB, i s’ha observat que quan hi 

ha una sobreexpressió d’aquest regulador la sensibilitat a tigeciclina disminueix33,64,65,67,77–79. 

 

1.4.  Les quinolones 

1.4.1.  Estructura química i classificació de les quinolones 

Les quinolones són un grup d'agents antimicrobians amb un nucli 4-quinolona que es va descobrir 

per casualitat com a subproducte de la síntesi de la cloroquina. L’àcid nalidíxic; malgrat que en la 

seva vessant técnica no és una quinolona, sinó una naftiridona, la seva estructura d’anell amb un 

nucli 1,8-naftiridona té dos àtoms d’hidrogen, i en canvi les quinolones només tenen un àtom 

d’hidrogen. L’àcid nalidíxic, va ser àmpliament utilitzat pel tractament d’infeccions del tracte urinari 

per bacteris gramnegatius des del 1960. Amb les modificacions químiques del nucli 4-quinolona es 

van obtenir les quinolones de primera generació: àcid pipemídic, àcid oxolínic i cinoxacina, però 

aquests fàrmacs van ser limitats degut a la seva baixa cinètica en teixits i sèrum i reduït espectre 

d’acció. Les modificacions en les posicions C6 o C7 del nucli 4-quinolona, com ara l'adició d'un àtom 

de fluor en la posició C6, va augmentar significativament l'eficàcia i la penetrància80,81,13,82–85. De fet, 

l'addició d'un àtom de fluor en C6 i d‘altres modificacions en la estructura bàsica de les quinolones 

van donar com a resultat la primera generació de fluoroquinolones, com la norfloxacina, que és 

eficaç contra els bacteris grampositius aerobis, però va romandre ineficaç contra microorganismes 

anaeròbis. La Química Farmacèutica Bayer va desenvolupar aleshores un programa d’investigació 

enfocat a observar els efectes dels petits canvis en l’estructura de la norfloxacina. Al 1983 van 
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publicar dades de resultats in vitro de la ciprofloxacina, una fluoroquinolona que es diferencia de la 

norfloxacina per la presència d’un sol àtom de carboni. Aquest petit canvi va originar un augment de 

dues a deu vegades de la potència enfront els bacteris gramnegatius. Així doncs a partir de la creació 

de la norfloxacina, posteriorment es van desenvolupar quinolones de tercera i quarta generació, 

ampliant el seu espectre d’acció incloent microorganismes anaeròbics (Figura 10)86,87. 

 

Figura 10.  Representació de l’estructura química de les diferents generacions de quinolones. 

Les quinolones estan classificades en quatre grups (Taula 4), denominats generacions, en funció de la 

seva estructura química i la seva activitat enfront els bacteris.  

 Les quinolones de primera generació són: la cinoxacina, l’àcid oxolínic i  l’àcid nalidíxic, actius 

enfront els bacteris gramnegatius (excepte Pseudomonas spp.) i es solen utilitzar en casos 

d’infeccions del tracte urinari.   

 Les quinolones de segona generació són: la norfloxacina, la lomefloxacina, l’enoxacina, 

l’ofloxacina i la ciprofloxacina. L’espectre d’acció és enfront bacteris gramnegatius (incloent 

Pseudomonas spp.) i alguns bacteris grampositius. Es solen utilitzar per tractar infeccions del 

tracte urinari (complicades i no complicades), pielonefritits, malalties de transmissió sexual, 

prostatitis i infeccions de la pell i dels teixits tous. 

 Les quinolones de tercera generació són la levofloxacina, la esparfloxacina i la gatifloxacina. 

El seu espectre d’acció és enfront els mateixos bacteris que les quinolones de segona 

generació, tot i que en el cas dels bacteris grampositius també inclou a S. pneumoniae. Es 

solen utilitzar per tractar bronquitis cròniques i pneumònia adquirida en la comunitat. 
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 Les quinolones de quarta generació són la trovafloxacina i la moxifloxacina. El seu espectre 

d’acció és enfront els mateixos bacteris que les quinolones de tercera generació, tot i que  

tenen un espectre més ampli també al incloure els anaerobis. Es solen utilitzar per tractar 

infeccions on es sospita la presencia d’aquests 

Taula 4. Classificació de les quinolones
83

. 

Primera generació Àcid Nalidixic, Cinoxacin, Àcid Oxolínic. 

Segona generació Norfloxacina, Ciprofloxacina
a
, Lomefloxacina, 

Ofloxacina, enoxacina. 

Tercera generació
b
 Esparfloxacina, Gatifloxacina, Grepafloxacina. 

Levofloxacina. 

Quarta generació
c 

Trovafloxacina, Moxifloxacina. 

a
 Més potents enfront P. aeruginosa. 

b 
Més potents enfront S. pneumoniae i microorganismes anaeróbics 

c 
Molt més potent enfront S. pneumoniae i microorganismes anaeróbics. 

 

1.4.2.   Mecanisme d'acció de les quinolones 

Les dianes de les quinolones són els enzims bacterians ADN-girasa i la topoisomerasa IV, que són 

essencials per al creixement cel·lular i  la proliferació. 

L'ADN-girasa i la topoisomerasa IV són enzims tetramérics. L’ADN-girasa està formada per dues 

subunitats GyrA i dues GyrB, mentre que la topoisomerasa IV comprèn dues subunitats  ParC i  dues 

ParE. L’ADN-girasa regula el superenrotllament de l’ADN i alleuja l'estrès topològic resultant de 

transcripció i replicació al llarg de l'ADN bacterià. La topoisomerasa IV és un enzim que desenrotlla 

l‘ADN bacterià replicat. 

En els microorganismes grampositius, les quinolones tenen com a preferència de diana la 

topoisomerasa IV, essent al contrari, en el cas dels bacteris gramnegatius on la diana preferent és 

l’ADN-girasa13,80–85,88. 

La funció inhibidora de les quinolones s'inicia mitjançant la unió als complexos que es formen entre 

l’ADN i l’ADN-girasa i la topoisomerasa IV, provocant un canvi conformacional en l'enzim i la 

posterior escissió de l'ADN bacterià (Figura 11). És important destacar que les  quinolones no només 

indueixen talls en l'ADN genòmic bacterià sinó també prevenen la relligació, perpetuant així l’acció 

inhibidora. La inhibició té lloc més ràpidament en l'ADN-girasa que en la topoisomerasa IV, perquè el 

primer es troba en la forquilla de replicació i aquest últim es troba darrere de la forquilla de 

replicació. El dany a l’ADN inicia la via apoptòtica, mort cel·lular, i altes dosis de fluoroquinolona 

també poden interrompre el complex ADN-girasa81,89. 
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Figura 11. Mecanisme d'acció de les quinolones
90

. Es detalla la interferència de les quinolones en el procés de l’ADN 

topoisomerasa que afecta a la viabilitat de la cèl·lula, això provoca la formació de trencaments de la doble cadena d'ADN i 

la mort cel·lular, ja sigui en una síntesi de proteïnes dependent o independent. 

 

1.4.3.  Mecanismes de resistència a les quinolones 

Hi ha quatre mecanismes coneguts de resistència a quinolones que treballen discretament o en 

combinació i confereixen diferents graus de resistència que van des de la sensibilitat reduïda (no 

sempre es detecten per mitjà de proves de sensibilitat antimicrobiana) a resistència clínicament 

rellevant.  

1.4.3.1.  Alteracions de la diana 

 
Les mutacions puntuals cromosòmiques en els gens que codifiquen l'ADN-girasa i la topoisomerasa IV 

són els principals mecanismes de resistència a quinolones i els que confereixen una resistència d’alt 

nivell, clínicament rellevant81,91–94. En els bacteris gramnegatius, la diana principal de les quinolones 

és la subunitat gyrA de l’ADN-girasa. Les mutacions puntuals s'observen sobretot dins d'un domini 

altament conservat de l’extrem N-terminal del gyrA, conegut com la regió que determina la  

resistència a quinolones (QRDR, de l’anglès quinolone resistant determinant region) i que està 

pròxima a la regió d'unió entre l’ADN i el centre actiu de l’ADN-girasa (tirosina-122). Les mutacions 

puntuals més freqüents en K. pneumoniae s’han produït en la QRDR de gyrA: Ser83Try, Ser83Ile, 

Ser83Phe, Asp87Gli, Asp87Ala i/o Asp87Asg88,89,91,95–102; essent menys freqüents les descrites en gyrB: 

Ser259Ala, Ser367Tre91,95. 

Les mutacions puntuals en els gens de la regió QRDR de la subunitat de la topoisomerasa IV han estat 

descrites bàsicament en el gen parC94,101,103–105: Ser80Ile, Ser80Arg i Glu84Gli 89,91,96–100,103,106,107. En el 

gen parE encara no s’ha descrit cap soca de K. pneumoniae mutant. 

1.4.3.2.  Alteracions de la permeabilitat cel·lular 

Els bacteris gramnegatius  poden regular la permeabilitat de la membrana mitjançant l'alteració dels 

nivells de les porinas de la membrana externa tal com he citat en l’apartat 1.3.3.2. 
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En el cas de les quinolones i en K. pneumoniae, s’ha observat diferents mecanismes: la pèrdua per la 

porina OmpK3635, la sobreexpressió de la bomba AcrAB-TolC, l’adquisició de la bomba OqxAB i la 

presencia de la bomba d’expulsió QepA. 

La sobreexpressió de la bomba AcrAB-TolC només és capaç de produir un baix nivell de resistència, i 

arribar a ser clínicament rellevant només quan es combinen amb mutacions en les topoisomerases o 

amb alteracions de la  membrana62,80,108. 

La bomba d’expulsió OqxAB pertany a la família RND. Confereix resistència a múltiples compostos: 

clorexidina, triclosan i bromur d’etidi; i diferents famílies d’antimicrobians com quinolones (àc. 

nalidíxic, norfloxacina, ciprofloxacina), cloranfenicol, trimetoprim, tetraciclina. Va ser una de les 

primeres bombes d’expulsió de la família RND vehiculada per plasmídis descrita. Fou descrita al 2004 

a Dinamarca en una soca d’E. coli aïllada d‘una mostra porcina. Es va trobar codificada per l’operó 

oqxAB, que estava localitzada en un plasmidi conjugatiu de 5,2 Kb (pOLA52)109. En el plasmidi l’operó 

es trobà en un element genètic mòbil, el transposó Tn6010, flanquejat per dues seqüències 

d’inserció, IS26110. Posteriorment es va observar que els 5,1 Kb d’ADN que contenien els gens oqxA i 

oqxB eren completament idèntics a altres segments del genoma de diferents soques de K. 

pneumoniae, però es desconeix el perquè no  es troba present en totes les soques de K. pneumoniae 

(Figura 12). 

 

Figura 12. Representació de l’operó oqxAB en el plasmidi pOLA52 i en el cromosoma de diferents soques de Klebsiella 

pneumoniae
111

. 

Veleba et al.64 van descriure dos gens que flanquejaven l’opero oqxAB en el cromosoma de K. 

pneumoniae MGH78578: rarA, que codifica per un activador transcripcional tipus AraC, i oqxR, que 

codifica un repressor transcripcional tipus GntR.  

Per últim comentar la bomba d’expulsió QepA de la familia MFS. Fou descrita al 2002 en el plasmidi 

pHPA present en una soca d'E. coli aïllada d'una mostra d'orina al Japó112. Aquesta soca mostrava un 

perfil de resistència múltiple: als aminoglicòsids, fluoroquinolones i betalactàmics d'ampli espectre i 

el plasmidi que vehiculava, el pHPA, contenia a part del gen qepA, la metilasa rmtB i blaTEM-1. La qepA  

codifica una proteïna de 511 aminoàcids. Quan s’ha clonat i expressat en transconjugants d’E. coli 

s’han observat augments en les CIM a l’àcid nalidíxic, ciprofloxacina, norfloxacina, de 2, 32, i 64 

vegades més, respectivament. Un modest augment de dues vegades es va observar a l'eritromicina, 

acriflavina, i bromur d'etidi, mentre que altres classes d'antibiòtics es van mantenir sense canvis. 

S’han descrit dues variants: la QepA (renombrada com QepA1) i la QepA2113, ambdues amb un 

fenotip similar. El gen qepA1 està flanquejat per dues còpies de la IS26 i, sembla associat amb el gen 
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rmtB, que codifica una metilasa ribosomal que confereix resistència a aminoglicòsids; qepA2 està 

flanquejat per la ISCR3C i el gen rmtB no es va trobar. 

 

1.4.3.3 .  Resistència mediada per plasmidis (PMQR) 

 
L’aparició de soques que presentaven una resistència feble a les quinolones i que no tenien 

modificada les topoisomerases va fer pensar que hi havia d’altres mecanismes de resistència 

implicats, els gens qnr (quinolone resistance) que es troben localitzats en plasmidis. D’aquí el nom de 

PMQR (Plasmid Mediated Quinolone Resistance). 

Un qnr és un gen d'origen natural que codifica una proteïna pentapéptida repetida (pentapeptide 

repeated protein: PRP), definida per una repetició en tàndem de cinc aminoàcids amb un motiu 

semiconservat [Ser, Thr, Ala o Val] [Asp o Asn] [Leu o Phe] [Ser, Thr, o Arg] [Gly]. En la majoria dels 

casos, la funció natural d'aquestes proteïnes és desconeguda114,115. Enguany hi ha descrits els QnrA, 

QnrB, QnrC, QnrD i QnrS116–125.  

És important assenyalar que els gens qnr codificats per plasmidis no confereixen resistència franca a 

quinolones per si mateixos, sinó que disminueixen lleugerament la sensibilitat a les quinolones i  

faciliten la selecció de bacteris amb un nivell de resistència superior.  

QnrA: Es va descobrir al 1994 mentre s’estudiava el plasmidi pMG252, que codificava la 

betalactamasa tipus AmpC, FOX-5, d’una soca de K. pneumoniae multiresistent, aïllada d’una mostra 

orinària d’un pacient d’Alabama102,126. Aquest plasmidi, de 56 Kb, tenia una àmplia gamma d'hostes 

que incloïa altres membres de la família Enterobacteriaceae i P. aeruginosa, i contenia el gen qnrA1, 

que codifica una proteïna de 218 aminoàcids (657 pb), de les quals posteriorment s’ha descrit 

diferents variants (QnrA2-QnrA7). S’ha associat a BLEA (SHV-2/7/12/93, CTX-M-1/9/14/15/24, VEB-1, 

PER-1), cefalosporinases plasmídiques (FOX-5 i CMY-2) i a carbapenemases de classe A i B (IMP-4 i 

KPC-3)123,127–129. 

QnrS: Al 2003, una clona de Shigella flexneri 2b va provocar un brot d'enterocolitis al Japó. Una de les 

vuit soques d'aquest clon era resistent a les fluoroquinolones. La soca tenia un únic plasmidi 

conjugatiu que transferia aquesta resistència. Mitjançant clonació es va identificar un marc de 

lectura obert que codificava una proteïna de 218 aminoàcids de la família de pentapèptids repetits. 

Aquesta proteïna compartia una identitat d'aminoàcids del 59% amb QnrA1 i va ser nomenat QnrS1 . 

En l’actualitat hi ha descrites diverses variants (QnrS2-QnrS4). S’ha associat a BLEA (TEM-52, SHV-

2/5/12, CTX-M-1/9/14/15/24) i a carbapenemases de classe A i B (IMP-8 i VIM-1)130–132.  

QnrB: Mentre s’estudiaven soques de K. pneumoniae provinents de l'Índia (algunes portadores de 

qnrA), Jacoby et al.118 van observar que soques negatives per qnrA eren capaces de transferir 

resistència de baix nivell a quinolones. El gen responsable d'aquest fenotip es trobava codificat per 

214 aminoàcids i se’l va anomenar qnrB1. Aquesta proteïna tenia un 43% i un 44% d’identitat 

aminoacídica amb QnrA i QnrS, respectivament. En l’actualitat, el nombre de variants de qnrB és més 

gran que el de qnrA i qnrS (QnrB1-QnrB24) (http://www.lahey.org/qnrStudies). S’ha associat a BLEA 

(TEM-52, SHV-12/30, CTX-M-3/12/14/15/24, VEB-1), cefalosporinases plasmídiques (FOX-5 i CMY-2) i 

a carbapenemases de classe A i B (IMP-8,KPC-2 i KPC-3)118,130,131,133. 
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QnrC:  Es va descriure en una soca clínica de Proteus mirabilis, de Shangai (Xina), que transferia 

resistència de baix nivell a quinolones, es va descriure el plasmidi pHS9, que portava un gen de 666 

pb que es va anomenar qnrC1. Aquest gen codifica una proteïna de  221 aminoàcids. QnrC 

comparteix 64%, 41%, 59%, i 43% d’identitat aminoacídica amb QnrA1, QnrB1, QnrS1, i 

QnrD,respectivament134. 

QnrD: De quatre aïllaments de Salmonella enterica amb sensibilitat reduïda a la ciprofloxacina 

obtinguts a partir d’éssers humans de la província xinesa de Henan, es va aïllar un plasmidi 

d'aproximadament 4,3 kb, el qual, al transferir-se a E. coli, conferia un augment de 32 vegades la CIM 

de la ciprofloxacina. El plasmidi codifica un pentapèptid repetir de 214 aminoàcids, anomenat com 

QnrD. El gen qnrD va mostrar una similitud del 48% al qnrA1, del 61% amb qnrB1, i 32% amb qnrS135. 

Un cop descoberta la proteïna Qnr en el plasmidi pMG252126 es va estudiar la seva interacció amb les 
quinolones i les dianes d’aquestes (l’ADN-girasa i la topoisomerasa IV) mitjançant estudis de 
mobilitat electroforètica129. Aquest treball va permetre observar, in vitro, que la proteïna Qnr 
protegia a l’ADN-girasa d’E. coli de la inhibició de la ciprofloxacina. Aquesta protecció és proporcional 
a la concentració de Qnr, i inversament proporcional a la concentració de ciprofloxacina136. També la 
topoisomerasa IV sembla que és protegida per els Qnr137. 

El mecanisme d’acció de Qnr, basat en la protecció de l’ADN-girasa i la toposiomerasa IV, s’ha 
estudiat detalladament en el cas concret del gen qnrA1. De la resta de proteïnes Qnr es creu que el 
mecanisme d’acció és semblant tot i la manca d’estudis en detall136. Tal i com s’espera de la seva 
estructura de pentapèptids repetits, QnrA no sembla produir un canvi en l’acumulació intracel·lular 
de quinolones, ni causar la seva inactivació138. L’efecte directe de QnrA sobre la inhibició de l’activitat 
de l’ADN-girasa per les quinolones, es va estudiar utilitzant  un assaig de superenrotllament de 
l’ADN136. En aquest assaig es va demostrar que la inhibició de l’ADN-girasa mediada pel 
superenrotllament de l’ADN produït per la ciprofloxacina era revertida de manera dosi depenent per 
la proteïna QnrA purificada130. Així doncs el Qnr s’uneix a l’ADN-girasa i a la topoisomerasa IV, les 
qual ja estan unides a l’ADN, formant un complex Qnr-ADN-girasa/toposinomerasa IV-ADN, impedint 
la unió de les quinolones i les fluoroquinolones, i així permetent la replicació  de l’ADN (Figura 13). 

 

Figura 13. Mecanisme d’acció del Qnr. El Qnr protegeix la topoisomerasa de l’acció de les quinolones 

(http://www.bio.miami.edu/dana/250/25008_4.html). 

D'altra banda, un aspecte important per al nivell d’activitat de les proteïnes Qnr sembla ser el nivell 
d'expressió i les mutacions en la seqüència aminoacídica tant de la pròpia proteïna com de les 
seqüències promotores139–141. Es creu que l’accumulació de canvis podria originar en un futur, que 
aquestes proteïnes per si soles generessin resistència enfront les quinolones i les fluoroquinolones142. 
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Degut al creixent nombre de variants del gens qnr reconeguts en els últims anys, es va proposar 

utilitzar la base de dades establerta en http://www.lahey.org/qnrStudies, on s’han d’introduir els 

nous al·lels identificats. S'ha acordat que la numeració dels gens de la família qnrB s’ha de definir 

tenint en compte la segona iniciació ATG (codó comú en totes les variants),  perquè alguns al·lels 

qnrB tenen dos codons d'iniciació potencials. En conseqüència, les proteïnes QnrB tenen 214 

aminoàcids133. 

L'àmplia distribució geogràfica i les espècies amb  gens qnr suggereix que han estat presents des de 

fa algun temps. Diferents estudi suggereixen que els bacteris gramnegatius aquàtics com 

Vibrionaceae i Shewanellaceae poden servir com a reservori de gens qnr. El gen qnrA es creu que es 

va originar en Shewanella algae129, un microorganisme aquàtic (marí i aigua dolça). També s’han 

identificat proteïnes similars als Qnr en bacteris de la família Vibrionaceae. Vibrio splendidus 

presenta els gens qnrVS1 i qnrVS2, i podrien ser l'origen dels qnr concretament del qnrS, amb qui 

comparteixen 40-67% homologia.  

1.5.  Els aminoglicòsids 

1.5.1. Estructura química i classificació dels aminoglicòsids 

Al 1943 es va descobrir l'estreptomicina, derivada de Streptomyces griseus, va ser el primer 

medicament eficaç contra la tuberculosi. Des de llavors es van aïllar altres aminoglicòsids produïts 

per diferents Actinomicets. Al 1963 es va aïllar de Micromonospora la gentamicina; i això va  

constituïr un avanç significatiu en el tractament de la infeccions per bacteris gramnegatius.  

Posteriorment es van sintetitzar aminoglicòsids semisintètics (p.e. dibecacina i amicacina) per 

modificació de compostos naturals, per  ampliar el seu espectre d’acció, la seva potència, reduir la 

seva nefrotoxicitat, i evadir els mecanismes de resistència. A l’actualitat la família dels aminoglicòsids 

inclou un gran nombre de compostos. No obstant això, el nombre de mecanismes de resistència 

desenvolupats pels microorganismes s'ha incrementat en paral·lel amb el nombre de fàrmacs 

disponibles i la freqüència del seu ús3,143,144. 

Els aminoglicòsids són una família complexa de compostos caracteritzats per tenir un nucli 

aminociclitol (estreptamina, 2-desoxiestreptamina, o estreptidina) unit a sucres amino a través 

d’enllaços glicosídics, així doncs la seva denominació correcta sería la d‘aminoglicòsids aminociclitols, 

malgrat a la pràctica solament s’utilitza el primer nom per designar a aquest grup d’antibiòtics. 

Depenent de si el nucli aminociclitol sigui l’estreptidina o la desoxiestreptidina, es classifiquen en dos 

grans grups (Taula 5). El primer inclou solament l’estreptomicina i el segon és més ampli, incluint la 

majoria de compostos utilitzats en la clínica actual. 

A més, hi han altres compostos que també formen part d’aquesta família, com l’espectinomicina, 

que el seu nucli aminociclitol no està unit a sucres amino.  

Els aminoglicòsids s’utilitzen bàsicament per tractar infeccions causades per bacils gramnegatius, 

estafilococs i altres bacteris grampositius.  No obstant això, quan s'utilitzen contra grampositius, els 

aminoglicòsids es recomanen combinar-los amb altres antibiòtics com ara betalactàmics o 

vancomicina amb la qual cosa hi ha un efecte sinèrgic probablement a causa d'una absorció 

millorada. A causa de la naturalesa del mecanisme de penetració dels aminoglicòsids, que requereix 
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la participació de sistemes enzimàtics del metabolisme aerobi, els bacteris anaerobis són 

intrínsecament resistents 143–146. 

Les famílies dels aminoglicòsids 2-DOS es diferencien entre sí per els aminosucres units al 

aminociclitol (Taules 6 i 7, Figura 14). 

 

 

 

 

 

Figura 14. Estructura química de  la gentamicina i la kanamicina (A) i posicions on actuen alguns enzims modificadors 

d’aminoglicòsids (B). 
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Taula 5. Classificació dels aminoglicòsids segons l’estructura química. 

Estructura 
heterocíclica 

Aglicona Canvis* Família Antibiòtic 

Aminociclitol - - - Espectinomicina 

Aminoglicòsid 

amb aminociclitol 

Estreptidina - - Estreptomicina 

2-DOS 4 - Apramicina 

4,5 Neomicines I Ribostamicina 

Butirosina A 

Butirosina B 

Neomicines II Neomicina B 

Neomicina C 

Lividomicina A 

Lividomicina B 

Paromomicina 

4,6 Kanamicines Kanamicina A 

Kanamicina B 

Kanamicina C 

Tobramicina 

Dibekacina 

Amikacina 

Gentamicines Gentamicina A 

Gentamicina B 

Gentamicina C1 

Gentamicina C1a 

Gentamicina C2 

Netilmicina 

Sisomicina 

*Canvis: posició dels canvis en la desoxiestreptamina 
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Taula 6. Família de neomicina. 

Aminoglicòsids Grup R1 R2 R3 R4 

Ribostamicina I H OH H - 

Butirosina A I OH H -CO(CHOH)-CH2-CH2-NH2 - 

Butirosina B I OH OH -CO(CHOH)-CH2-CH2-NH2  

Neomicina B II NH2 CH2NH2 H H 

Neomicina C II NH2 H CH2NH2 H 

Paromomicina II OH CH2NH2 H H 

Lividomicina A II OH CH2NH2 H Manosa 

Lividomicina B II OH CH2NH2 H H 

R: radical 

 

Taula 7. Famílies de la kanamicina i la gentamicina. 

Aminoglicòsids R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 

Kanamicina A NH2 OH NH2 CH2OH OH OH H  

Kanamicina B NH2 NH2 NH2 CH2OH OH OH H OH 

Kanamicina C OH NH2 NH2 CH2OH OH OH H OH 

Dibekacina NH2 H H CH2OH OH H H OH 

Amikacina OH OH OH CH2OH OH OH NH-CO-COH2-CH2-NH2 OH 

Tobramicina NH2 H OH CH2OH OH H H OH 

Gentamicina A H OH OH OH NH2 H OH H 

Gentamicina B H NH2 H OH OH OH CH3 H 

Gentamicina C1 H NH2 H H NH2 OH CH3 H 

Gentamicina C1a CH3 NH2 H H NH2 OH CH3 H 

Gentamicina C2 CH3 NH-CH3 H H NH2 OH CH3 H 

Sisomicina CH3  H H NH2 OH CH3 HCH2-CH3 

Netilmicina   H H NH2 OH CH3 H 

R: radical 
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1.5.2.  Mecanisme d’acció dels aminoglicòsids 

 

Els aminoglicòsids són molècules carregades positivament, això els permet concentrar-se  al voltant 

del bacteri per l’atracció de les càrregues negatives que  aporten els grups fosfats dels fosfolípids de 

la membrana externa dels bacteris gramnegatius o els àcids teióics units al peptidoglicà dels 

grampositius. En conseqüència, desplacen els ions de magnesi i calci que s'enllacen a les molècules 

de lipopolisacàrids adjacents; aquest procés desestructura la membrana externa i permet el pas dels 

aminoglicòsids. Un cop passat fàcilment el peptidoglicà, tornen a concentrar-se al voltant de la 

membrana citoplasmàtica. La difusió a través d'aquesta membrana succeeix en dues fases: una inicial 

lenta i una altra, posterior, ràpida; ambdues dependents de l'energia generada pel transport 

d'electrons que implica la participació de sistemes enzimàtics del metabolisme aerobi, que crea un 

gradient elèctric a banda i banda de la membrana. Un cop els aminoglicòsids han començat a actuar 

sobre la seva diana,  els ribosomes, comencen a produir-se molts errors en la lectura de l'ARNm, que 

donaran com a resultat proteïnes anòmales que s'uniran a la membrana, deteriorant la seva 

integritat i accelerant la difusió de més molècules d‘aminoglicòsid (fase ràpida). En conseqüència, 

una gran quantitat d’aminoglicòsids arriba als ribosomes, que arriben a bloquejar-se, i aturen 

irreversiblement la síntesi de proteïnes. 

En el ribosoma, els aminoglicòsids tenen la seva acció principalment en la subunitat 30S, on s'uneixen 

a diferents proteïnes i l'ARNr 16S. Bloquegen l'activitat normal del complex d'iniciació, impedint l'inici 

de la síntesi i provocant també una lectura errònia de l'ARNm (Figura 15). 

Els aminoglicòsids tenen un efecte bactericida dependent de la seva concentració i posseeixen un 

important efecte postantibiótic, és a dir que una breu exposició del bacteri a aquests compostos 

indueix una supressió del seu creixement, tot i que l’antimicrobià no aconsegueixi concentracions 

que matin al microorganisme. Són actius enfront un ampli nombre d'espècies bacterianes, 

especialment enfront microorganismes gramnegatius aerobis. 

 

Figura 15. Mecanisme d'acció dels aminoglicòsids. Bloqueig de l’inici de la síntesi proteïca (A), Bloqueig de la transducció 

provocant una terminació primerenca (B), Incorporació d’un aminoàcid incorrecte; degut a l’unió a la subunitat 30S de 

l‘ARNr de l‘aminoglicòsid (C). 

1.5.3.  Mecanismes de resistència als aminoglicòsids 

La resistència als aminoglicòsids pot ser natural o adquirida. Una forma de resistència natural és la 

que es presenta en bacteris anaerobis estrictes, ja que l'entrada dels aminoglicòsids a la cèl·lula és un 
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procés actiu que necessita oxigen. També s'observa que els bacteris facultatius són molt més 

resistents quan proliferen en mitjans anaerobis. 

La resistència adquirida d'un bacteri als aminoglicòsids pot ser deguda a tres mecanismes diferents: 

la disminució de l’acumulació intracel·lular de l’antibiòtic, alteracions de la diana i la presència 

d’enzims que modifiquen els aminoglicòsids. 

1.5.3.1. Producció d’enzims que modifiquen els aminoglicòsids (AME) 

És el mecanisme de resistència més rellevant, clínicament parlant, i el més freqüent. La modificació 

d'un aminoglicòsid per part d'aquests enzims provoca que la fixació de l’aminoglicòsid a l’ARNr 16S 

es vegi afectada i d'aquesta manera perdi la seva activitat, encara que pot donar-se el cas que un 

antibiòtic modificat conservi la seva activitat, com succeeix amb la 6'-N-acetil-neomicina. Es creu que 

els AME deriven dels organismes que produeixen aminoglicòsids, o de mutació de gens que 

codifiquen enzims relacionats amb la respiració cel·lular. Els gens que codifiquen els AME solen 

trobar-se en plasmidis i transposons147,148. Els AME són produïts de manera constitutiva, el seu pes 

molecular ronda els 23.000-63.000 Da, i necessiten la presència de cations divalents per actuar. Solen 

conferir resistència d'alt nivell, encara que això depèn de múltiples factors com el microorganisme en 

qüestió, la soca individual, el nivell d'enzim produït i la seva activitat catalítica. 

A data d’avui hi ha més de 50 tipus diferents d’AME, que es poden agrupar en tres famílies segons la 

reacció que catalitzen: 

• N-acetiltransferases (AAC): catalitzen una acetil·lació, transferint un grup acetat des de l’acetil-

coenzimA a un grup amino de l'aminoglicòsid. 

• O-fosfotransferases (APH): catalitzen una fosforilació, transferint un grup fosfat des d'un ATP a un 

grup hidroxil de l’aminoglicòsid. 

• O-nucleotidiltransferases (ANT): catalitzen una nucleotidil·lació, això és, la transferència d'un 

nucleòtid monofosfat des d'un nucleòtid trifosfat a un grup hidroxil de l‘aminoglicòsid. 

Cada un d'aquests grups (AAC, APH i ANT) té  diferents classes, segons el lloc de modificació de 

l’aminoglicòsid, representat per un nombre aràbic entre parèntesis; diferents tipus, segons el perfil 

de resistència que genera, representat a continuació per un nombre romà, i finalment, si el perfil de 

resistència és el mateix, però tenen alguna diferència genètica, s'agrega una lletra minúscula. Així, 

per exemple, l'AAC(6')-Ib catalitzarà l’acetilació en la posició 6' de l’aminoglicòsid, i donarà el perfil I, 

això és resistència a kanamicina, tobramicina, amicacina i netilmicina, existin tres seqüencies 

distintes a, b i c147,149,150. 

La distribució dels AME varia tant geogràfica com temporalment. Depen de la teràpia antimicrobiana 

que s’usi, doncs juga un paper decisiu tant en l'adquisició i disseminació de resistència, com dels 

gèneres bacterians als quals afecten. A la taula 8 es pot veure els AME que s’ha identificat en els 

bacteris gramnegatius i els aminoglicòsids als quals confereixen resistència. 
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Taula 8. Enzims modificadors d’aminoglicòsids identificats en bacteris gramnegatius i els antibiòtics que modifiquen. 

AME Aminoglicòsid que modifiquen 

ANT (2')-I G, T, K, S i D 

ANT(3’)-Ia Str i Spt 

ACC(6’)-I T, A, K, Nt, S i D 

AAC(3’)-Ia/-Ib G i S 

AAC(3’)-IIa G,T, K, Nt, S i D 

AAC(1) L, P i R 

AAC(2’)-Ia G, T, K, Nm i D 

APH(3’)-I K, Nm, L, P i R 

APH(3’)-Ia/-Ib Str 

APH(3’)-VII K i Nm 

G: gentamicina, T: tobramicina, A: amicacina, K: kanamicina, Nm: neomicina, Nt: 

netilmicina, Str: estreptomicina, Spt: espectinomicina, L: lividomicina, P: 

paromomicina, R: ribostamicina, S: sisomicina, D: dibecamicina. 

 

Dins dels AME hi ha l’AAC(6')-Ib-cr, que redueix l'activitat tant dels aminoglicòsids (kanamicina, 

tobramicina i amicacina) com de les fluoroquinolones (ciprofloxacina i norfloxacina)151. Aquest enzim 

té dos canvis d'aminoàcids, Trp102Arg i Asp179Tyr, tots dos necessaris per a la N-acetilació de 

l'amino nitrogen d'un grup piperazinil. La ciprofloxacina i la norfloxacina són les úniques 

fluoroquinolones inhibides per AAC(6')-Ib-cr, ja que són els únics compostos amb un grup piperazinil 

no substituït. Malgrat les dianes limitades d’AAC(6')-Ib-cr, aquest enzim juga un paper important en 

la resistència a fluoroquinolones per diverses raons. En primer lloc, AAC(6')-Ib-cr és comú en 

aïllaments clínics dels bacteris gramnegatius123, incloent  el 51% de les soques clíniques d’E coli 

resistent a ciprofloxacina recollides a la Xina151. En segon lloc, tot i que el grau de resistència 

conferida per AAC(6')-Ib-cr és baix, quan qnr i aac(6')-Ib-cr són presents en la mateixa cèl·lula, el 

nivell de resistència arriba a tenir significació clínica151. En tercer lloc, la presència de aac(6')-Ib-cr 

dóna lloc a un augment substancial en la selecció de mutants cromosòmics originats per l'exposició a 

la ciprofloxacina116,122,152,153. 

1.5.3.2.  Alteracions de la permeabilitat 

La resistència als aminoglicòsids pot ser degut a alteracions en la permeabilitat de la membrana a 

l'hora de la penetració de l'antibiòtic a la cèl·lula o a la presència de bombes d'expulsió activa o 

alteracions en els transportadors que desplacen l’antibiòtic pel periplasma.  A vegades la disminució 

de la permeabilitat es reflecteix en un resistència de components de la cadena respiratòria que 

afecten al creixement bacterià. En K. pneumoniae no està estudiat, però si en E. coli.  

Un dels mecanismes descrits és un canvi en l'embolcall cel·lular que pot permetre nivells 

considerables de resistència a aminoglicòsids en aïllats d'E coli. En dos estudis s’ha observat que la 

proteïna fixadora d’oligopéptids, OppA, que és el component periplasmàtic d'un sistema de 

permeabilitat d’oligopéptids, pot actuar com transportador d’aminoglicòsids, i que una disminució en 

la seva expressió confereix resistència a aminoglicòsids com la kanamicina, la neomicina, la 

sisomicina, la gentamicina o la tobramicina154,155. 
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Un altre mecanisme que s'ha descrit que comporta a una disminució de l'acumulació intracel·lular de 

l'antibiòtic són les bombes d’expulsió tipus RND,  com l’AcrD d'E coli. Les AcrD tenen per substrats a 

compostos hidrofílics, com els aminoglicòsids, encara que també uns pocs compostos amfifílics, com 

el dodecil sulfat sòdic, el desoxicolato i la novobiocina. Aquestes bombes exporten l’antibiòtic una 

vegada que aquest es troba dins del bacteri. Aquests mecanismes confereixen un tipus de resistència 

creuada a tots els aminoglicòsids. Aquesta resistència és de baix nivell de forma natural, llevat que 

una mutació provoqui la seva sobreexpressió. 

1.5.3.3. Alteracions de la diana dels aminoglicòsids 

Les alteracions de la diana poden ser degudes a mutacions puntuals o a metilacions de l'ARN. Les 

mutacions puntuals ribosomals no afecten tots els bacteris per igual. La diferència depèn bàsicament 

de les còpies de l'operó ARN ribosomal que hi hagi en cada espècie, en el cas de K. pneumoniae  té 7 

copies. Tot i  que es desconeix en K. pneumoniae l’abast de les còpies del operó mutades, en E. coli 

es sap que tenint el mateix nombre de còpies d’aquest operó que K. pneumoniae, és a dir, 7 còpies, 

s’ha reportat que la resistència s’observa quan més del 50% dels ribosomes estan afectats; tot i que 

la probabilitat que esdevinguin aquestes mutación és baixa. 

La metilació de l'ARN 16S en posició G1405 es deu a la presència d'alguns dels següents gens: rmtA, 

rmtB, rmtD, armA i rmtH. El primer va ser descrit originàriament a França en K. pneumoniae BM4536 

en el plasmidi pIP1204 del grup d'incompatibilitat IncL/M en el transposó compost Tn1548, capaç de 

replicar en enterobacteris i que a més confereix resistència a cefalosporines de 3ª generació per la 

presència del gen que codifica la betalactamasa d’espestre ampliat, CTX-M-3. La metilació G1405 

confereix resistència d'alt nivell als aminoglicòsids 4,6-2-DOS (kanamicina, amicacina, tobramicina, 

gentamicina, netilmicina), però no afecta els 4,5-2-DOS (neomicina)156.  

Els gens estructurals de les metilases sovint es troben en plasmidis autotransferibles i es troben 

associats amb gens de betalactamases d’espectre ampliat, majoritàriament blaCTX-M. Al seqüenciar 

l’entorn genètic d’armA, es va veure que aquest gen es localitza en un transposó, Tn1548, que facilita 

la difusió aquesta resistència157. La difusió d'armA en diverses espècies d'enterobacteris s'ha 

documentat en diversos països europeus, així com en el Sud-est d’Àsia. Altres metilases d’ARNr 16S, 

com rmtA, rmtB, etc, s’han detectat en S. marcenscens, P. mirabilis, i altres enterobacteris; 

convertint-se en un problema epidemiològic de resistència158–163. 

1.6.  Elements genètics implicats en la difusió dels gens de resistència als 

antimicrobians. 

Els microorganismes evolucionen variant les seves característiques genotípiques i fenotípiques. 

Aquest fet pot succeir de manera natural, espontània, on a partir d’una mutació puntual sorgeixen 

cèl·lules filles amb una dotació genètica diferent a la dels seus progenitors. És el que es coneix com a 

transferència gènica vertical. Diferenciant-la de la transferència horitzontal, on el microorganisme 

adquireix ADN exogen provinent de microorganismes de la mateixa espècie o no. 

 

Les mutacions puntuals poden esdevenir per múltiples causes, exposició a agents químics o físics que 

alterin l’estructura de l‘ADN o provoquen una activació dels sistemes de resposta SOS, però totes 
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radiquen en un conseqüència clau: errors en la replicació de l’ADN, fenomen que pot ocórrer amb 

una freqüència de 10-8 - 10-7 per divisió cel·lular. Si el gen mutat li proporciona algun avantatge 

adaptatiu al bacteri, aquest serà seleccionat i serà transmès a la descendència per transferència 

vertical durant la replicació bacteriana. 

 

La transferència horitzontal164 consisteix en l’adquisició de material genètic (ADN) exogen procedent 

d’altres microorganismes (p.e. l’adquisició de gens de resistència entre enterobacteris de diferent 

gènere). Els principals, però no únics, mecanismes de transferència horitzontal bacteriana són: la 

transformació, la transducció i la conjugació165. 

 

 La transformació es produeix gràcies a la captació d’ADN del medi ambient per cèl·lules 

bacterianes competents, que posteriorment integraran aquest ADN en el seu cromosoma 

bacterià166–170(Figura 16A). 

 

 La transducció permet la transferència d’ADN entre bacteris mitjançant els bacteriòfags. Durant 

el cicle lític, hi ha fragments d’ADN de la cèl·lula hoste que s’encapsiden i són partícules virals.  

Aquestes un cop alliberades al medi ambient poden infectar a un altre cèl·lula bacteriana i 

incorporar l’ADN de la cèl·lula inicial en el cromosoma d’aquesta167,171–174 (Figura 16B). 

 

 La conjugació consisteix en la transferència de plasmidis d’una cèl·lula donadora a una cèl·lula 

receptora a través d’un contacte directe, mitjançant estructures especialitzades com els pili175–

181(Figura 17). 

 

 

 

 

Figura 16. Mecanismes de transferència horitzontal de material genètic. la transformació (A)  i la transducció (B). 
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Figura 17. La conjugació: Mecanisme de transferència horitzontal de material genètic. On s’observa l’aproximació dels 

bacteris mitjançant el pili conjugatiu (A), la formació del porus (B), la replicació i traspàs del plasmidi (C) i el desparellament 

(D). 

A més dels tres mecanismes citats anteriorment, també cal citar els elements genètics mòbils (EGM), 

que són fragments d’ADN que codifiquen per gens (p.e. de resistència,etc) i enzims responsables de 

la transferència de l‘ADN que els permeten desplaçar-se, permeten l’intercanvi de gens entre 

diferents bacteris. Es troben representats per: seqüències d’inserció, transposons, integrons, illes de 

patogenicitats, plasmidis i agents de transferència genètica182–187(Figura 18). 

 

 Les seqüències d’inserció (IS) són els elements de transposició més senzills, que codifiquen una 

transposasa (tnpA) que està flanquejada per dues repeticions terminals invertides (ITR / Inverted 

repeat - IR)188,189. 

 El transposó simple, és similar a una IS, però a més de les ITR i la transposasa conté un o més 

gens,  que poden codificar per resistència a algun antibiòtic190–192. 

 El transposó complex conté una seqüencia d'inserció a cada extrem, en ordre directe o invers, i 

una regió central amb la transposasa. A la zona central del transposó és on es poden situar els 

gens de resistència a antibiòtics donant-lis avantatge selectiva17. 

 Els integrons, són sistemes de captura de gens que utilitzen un lloc específic de recombinació. 

Tenen un sistema de recombinació que està format per el gen intl (que codifica per un enzim de 

recombinació anomenat integrasa) i una regió attl (lloc de recombinació on s’incorporen els 

gens). Aquest gens que s’incorporen s’anomenen cassets gènics, i tenen un regió attC que 
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recombina amb l’attl per incorporar-se a l’integró. Els cassets són l’element mòbil de l’integró. 

Aquesta capacitat d’afegir cassets gènics (ja siguin gens de resistència a antibiòtics o altres) és la 

que caracteritza als integrons192–197. L’estructura més freqüent d’un integró és: dues regions no 

variables terminals (anomenades sequencies constants, CS) i una regió central altament variable 

(en l’extrem 5’ es troba el intl, el lloc d’inserció del casset, l’atll, i el promotor, Pant, per a 

l’expressió dels gens integrats). 

 

 

Figura 18. Representació esquemàtica dels elements genètics mòbils. Seqüència d’inserció (A), Transposó simple (B), 

Transposó complex (C) i Integró (D). IR: Inverted repeat (repeticions terminals invertides), AMP
R
: Gen de resistència a 

ampicil·lina, DR: Directed repeat. 

 Els elements conjugatius integratius (ICE) o també coneguts amb el nom de transposons 

conjugatius198–200, es caracteritzen per tenir un origen de transferència i els gens necessaris pel 

realitzar la conjugació, això li permet transposar-se d’un lloc a un altre del genoma bacterià i 

autotransferir-se de forma semblant a l’utilitzada pels plasmidis. Aquests elements no contenen 

un origen de replicació propi que els hi permeti replicar-se autònomament. Els ICE són un grup 

bastant heterogeni, amb diferents propietats i una ampli rang d’hostes. És freqüent que 

continguin gens que codifiquen resistència a antibiòtics, localitzats en regions “calentes” o 

hotspots (regions variables, altament recombinatives que permeten la captura d’aquest gens). 

Però també, hi ha alguns que no contenen la regió de conjugació, i que es mobilitzen mitjançant 

d’altres ICE conjugatius co-residents o mitjançant plasmidis conjugatius190,201,202. 

 

Figura 19. Esquema d’un transposó conjugatiu (Tn916)
203

. Orf: Open Reading Frame, oriT: origen de transferència, tet(M):  

Gen de resistència a la tetraciclina, int: integrasa. En colors mostren les funcions: blau (transferència), vermell (gens 

accessoris: gens de resistència, etc.), verd (regulació transcripcional) i gris  (recombinació). 

 Les illes de patogenicitat (PAI), están constituïdes per fragments  d’ADN grans (10-100 Kb) que 

contenen gens de virulència o de resistència, així com integrases, transposases i IS per a la 

integració i excisió cromosòmica. En general, es troben al costat dels gens que codifiquen ARNt i 

flanquejades per direct repeat, i el seu contingut de G+C difereix de la del  genoma204,205. 

 

 
Figura 20. Esquema d'una illa de patogenicitat. DR: Directed repeat, AMP

R
: Gen de resistència a ampicil·lina, RIF

R
: Gen de 

resistència a rifampicina, TET
R
: Gen de resistència a tetraciclina; i IS: Seqüència d’inserció. 
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 Els plasmidis, presents en la majoria d’espècies bacterianes, són fragments extracromosómics 

circulars d’ADN, amb cadena doble i superenrrotllats negativament, de mida variable i amb la 

capacitat d’autoreplicar-se en una cèl·lula hoste182. El plasmidis codifiquen tres grups de gens: (1) els 

gens implicats en la replicació i en el manteniment, tots ells localitzats en una regió anomenada 

replicó. El replicó conté un origen de replicació (oriV), els gens cop/inc encarregats del número de 

còpies, el gen que codifica la proteïna Rep que controla la replicació i el gens de partició. (2) els gens 

que codifiquen caràcters fenotípics (p.e. factors de virulència o enzims que confereixen resistència a 

antibiòtics)192. (3) Els gens que codifiquen les estructures conjugatives (Figura 21)167,206. Si contenen 

un origen de transferència (oriT) i gens que codifiquen estructures necessàries per la seva conjugació, 

s’anomenen plasmidis conjugatius; si solament contenen l’origen de transferència i cap gen de 

transferència, s’anomenen plasmidis mobilitzables, degut a que poden fer ús de les funcions de 

transferència d’altres plasmidis conjugatius per a transferir-se.  

 
Figura 21. Esquema de la seqüència completa d’un plasmidi (pCTX-M3). On s’observen les regions que codifiquen els gens 

que participen en la transferència (trb i tra), en la partició (par), en la replicació (rep) del plasmidi i gens de resistència a 

betalactamases (TEM-1 i CTX-M-3). 

Tots els plasmidis tenen la regió mob que codifica una relaxasa, enzim que reconeix l’oriT, durant la 

conjugació. La relaxasa fa un tall a una de les cadenes d’ADN dels plasmidi i es queda unida de forma 

covalent. Aleshores amb l’ajut del sistema de secreció tipus IV (T4SS), codificat per els gens tra i trb,  

transporta el plasmidi al nou hoste. 

 

Degut a la gran variabilitat i diversitat plasmídica, la seva classificació  es va proposar que es bases en 

l’estabilitat del plasmidi durant la conjugació207. Aquesta estabilitat només és possible quan els 

plasmidis presents en una mateixa cèl·lula presenten sistemes de replicació diferents. Per tant, la 

classificació inicial es feu introduïnt el plasmidi a classificar en una cèl·lula portadora d’un plasmidi 

amb sistema de replicació conegut: si es mantenia estable és que no presentava el mateix replicó i 

per tant eren compatibles; si no  es mantenia estable és que presentava el mateix replicó i per tant 

eren incompatibles. D’aquí que la classificació rebés el nom de “Classificació segons els Grups 

d’Incompatibilitat” (Inc). L‘any 2014, en Enterobacteriaceae, la classificació comprenia 27 grups 

d’incompatibilitat208. Couturier et al. al 1988209 va proposar un esquema de tipificació basat en el 

Southern Blot, utilitzant com a sondes replicons clonats, però la seva baixa especificitat durant la 

hibridació amb la gran variabilitat plasmídica va donar resultats poc específics, com creuaments 

entre grups Incs relacionats. Al 2005, Carattoli et al.210 van descriure una tècnica de tipificació basada 

en l’amplificació del replicó del plasmidi, la PBRT (PCR-Based replicon typing),  en enterobacteris, això 
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va permetre la detecció dels següents grups Inc:  HI1, HI2, I1/Υ, X, L/M, N. FIA, FIB, W, Y, P, FIC, A7C, 

T, FIIs, K, B/O, F, ColE, R i U, essent la família IncF la més prevalent208,211–213. Aquest sistema de 

tipificació per PCR a sofert posteriorment noves actualitzacions permetent la diferenciacíó dins un 

mateix grup d’incompatibilitat, com per exemple: IncFII a FIIK (en Klebsiella spp.), FIIS (en Salmonella 

spp.) i FIIY (en Yersinia spp.) dependent de l’espècie214, o FIB a  FIB(Kpn3), FIB(KpQIL), FIB(Mar) i 

FIB(S)  o la diferenciació d’un grup en dos grups, p.e. IncL/M a IncL i IncM215. 

 

Al 2009, Garcillán-Barcia et al.216 van proposar una nova classificació, basada en la tipificació de les 

relaxases, en concret de la regió mob. Segons les característiques genètiques i les propietats de les 

relaxases, els plasmidis es classifiquen en sis famílies: MOBF, MOBH, MOBQ, MOBC, MOBP i MOBY. 

Aquesta classificació no només es centra en plasmidis presents en enterobacteris, sinó que engloba 

famílies altres grups de procariotes. A més també permet la classificació d’altres elements mòbils 

com les ICE que contenen relaxases. 

 

 Finalment hi ha els agents de transferència genètica (GTA: Gene transfer agent) que 

mitjançant estructures fàgiques, movilitzen material genètic del cromosoma bacterià. Els GTA 

tenen certa semblança als bacteriòfags, malgrat tenir algunes diferències, com que la seqüència 

del cromosoma bacterià que empaqueta és a l’atzar. La gran majoria de partícules fàgiques 

contenen DNA bacteria i unes poques per atzar poden contenir gens del GTA. En aquest cas, 

rarament hi cap tot el DNA del GTA, contrariament al que suceeix amb una transducció mediada 

per fags. També cal esmentar que la producció d’un GTA no és degut prèviament a una infecció 

per fag, sinò, que els gens que produiexen l’estructura que empaqueta la seqüència gènica es 

troben en el cromosoma bacterià, sense l’intercessió de cap fag. Malgrat tot, tots els GTA 

coneguts tenen estrucutura molt semblant a la d’un fag, i es creu que són alliberats al ambient 

degut a cicles lítics en els cèl·lules productores217. 

 

1.7.  Les carbapenemases. 
 

A l’apartat 1.1 d’aquesta introducció he explicat quin paper juga K. pneumoniae en la clínica, en 

l’apartat 1.2 assenyalo els aspectes més importants del tractament que s’empra per a les infeccions 

produïdes per aquesta espècie i, en apartats posteriors, he anat desenvolupant les característiques 

dels antimicrobians implicats en aquest tractament, descrivint els respectius mecanismes d’acció i 

resistència. Tanmateix crec que, essent l’objectiu d’aquest treball la caracterització d’un mecanisme 

concret de resistència: la producció de la carbapenemasa OXA-48, és necessari explicar més 

detingudament aquest mecanisme. D’aquí que en aquest apartat explicaré en detall què són les 

carbapenemasas i en el següent totes les característiques que es coneixen sobre la carbapenemasa 

OXA-48.  

 

Les carbapenemases han adquirit gran rellevància clínica degut a que cada cop més s’utilitzen els 

carbapenèmics (p.e. imipenem, meropenem, ertapenem o doripenem) pel tractament de les 

infeccions per enterobacteris especialment quan hi ha una elevada probabilitat d’estar davant d’una 

infecció per bacteris multiresistents com els enterobacteris portadors de BLEA218–222. En tres de les 
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quatre classes moleculars d’Ambler (A, B, D) es troben enzims amb activitat enfront els 

carbapenèmics.  

 

1.7.1. Les carbapenemases de la classe A i grup 2f  

El perfil hidrolític d’aquestes carbapenemases és d’elevada afinitat als carbapenèmics, penicil·lines,  i 

cefalosporines, però depende l’enzim (SME té poca o inexistent activitat hidrolítica a les 

cefalosporines de tercera i quarta generació o la KPC té activitat hidrolítica enfront totes les 

cefaloporines a excepció de las cefamicines i aztreonam que és menor)10 (Taula 4). 

La primera en ser descoberta va ser la SME-1 (Serratia marcensens enzyme), a Anglaterra al 

1982223,224. A partir d’aquest descoberta van anar apareixent altres com la NMC (Not metalloenzyme 

carbapenemase) o la IMI (Imipenem-hydrolyzing β-lactamase), que es van identificar en aïllats clínics 

poc freqüents d’E. cloacae als EUA, França i Argentina220,225–230. 

Les carbapenemases de classe A que han adquirit més rellevància clínica per la seva difusió són les 

que es troben codificades en plasmidis, com la KPC i la GES. La KPC (Klebsiella pneumoniae 

carbapenamase)52,231,232 és la més estesa. Es va identificar al 1996 als EUA; i tot i ser bastant rara en 

aquell país, a partir del 2005 es van identificar amb bastant freqüència en enterobacteris causants de  

brots, fins al punt que al 2012 més de 1.200 soques de K. pneumoniae productora de KPC havien 

estat aïllades d‘hemocultius en un hospital universitari de New York52,220,233–235. A nivell mundial està 

àmpliament difosa (França, Israel, Xina, Taiwan, Sud Amèrica, etc) i a Europa, el principal focus 

endèmic està localitzat a Grècia i el segon a Itàlia, malgrat veure’s afectats altres països europeus 

com Escòcia, Alemanya, Bèlgica, Finlàndia, Països Escandinaus, Espanya o Suïssa236–240. 

Les carbapenemases GES (Guiana extended spectrum) i IBC (integron-borne cephalosporinase) 

rarament s’han aïllat en enterobacteris, detectant-se per primer cop al 2000. Les carbapenemases 

GES  són una variant de la BLEA GES10. La GES-1  es va detectar en una soca de K. pneumoniae aïllada 

a la Guaiana francesa241–244 i la IBC-1 va ser aïllada d'un E. cloacae a Grècia. A partir d’aleshores, s’ha 

descrit en diferents zones del món (Grecia, França, Portugal, Sud Àfrica, Brasil, Argentina, Corea i 

Japó) però en soques de Pseudomonas aeruginosa220. El gen que codifica aquestes betalactamases es 

troben en un integró localitzat en diferents  plasmidis220. 

1.7.2. Les carbapenemases  de la classe B i grup 3 

Són les anomenades metal·lobetalactamases, i la més coneguda és la NDM-1 (Nova Delhi 

metallobetalactamase)245–248, tot i que hi ha altres famílies, com són:  VIM, IMP, GIM, SIM i SPM220. La 

NDM-1 va ser descrita per primer cop el 2009 en un pacient suís procedent de l’Índia (de Nova Delhi) 

al que se li va aïllar una soca de K. pneumoniae de l’orina249. Posteriorment, es van identificar 

aquestes betalactamases en varies espècies d’enterobacteris: no solament en Klebsiella, sinó també 

en E. coli,  Enterobacter, Serratia, Citrobacter, etc, i també en A. baumannii o P. aeruginosa220. 

En països amb una gran relació amb l’Índia, a nivell de migració, s’han observat i identificat diversos 

focus de difusió d’aquestes betalactamases, com per exemple al Regne Unit250–252. A França s’han 

identificat varies soques NDM-1 procedents de l’Índia, malgrat no representar un problema de salut 

pública246,253. A Espanya s’han identificat soques portadores de VIM i de NDM, al 2012 la freqüència 
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de soques de K. pneumoniae productores de la carbapenemasa VIM era del 19,7% i de la NDM de 

4,7% segons el estudi multicèntric realitzat per Oteo et al. al 2012236,254. 

1.7.3. Les carbapenemases de la classe D i grup 2df  

Les betalactamases de classe D, anomenades també oxacil·linases (OXA) es subdivideixen en varis 

grups255–257, els quals es diferencien pel  patró de resistència als betalactàmics que confereixen, 

l’activitat hidrolítica enfront els betalactàmics, les seqüències aminoacídiques i l’entorn genètic on es 

localitza el gen blaOXA. En la figura 22 es pot observar, a títol d’exemple, el dendrograma generat amb 

les diferents betalactamases de classe D descrites fins l’any 2010, en el que s’assenyalen les que 

presenten activitat enfront dels carbapenèmics.  

 

Taula 9. Perfils d’hidròlisi i d’inhibició de les carbapanemases
258

. 

Classe 

molecular 

Grup 

funcional 

Enzim Perfil d’hidròlisia Perfil 

d’inhibidorsb 

Penicil·lines Cefalosporines Aztreonam Carbapenèmics EDTA Àc. 

clavulànic 

A 2f NMC + + + + - + 

  IMI + + + + - + 

  SME + + + + - + 

  KPC + + + + - + 

  GES + + + ± - + 

B 3 IMP + + - + + - 

  VIM + + - + + - 

  GIM + + - + + - 

  SPM + + - + + - 

D 2d OXA + + - ± - ± 
a 

+: forta hidròlisi ( generalment amb un kcat* >2/s), ±: débil hidròlisi ( generalment amb un kcat 0,5-2/s), -: hidròlisi no mesurable ( 

generalment amb un kcat <0,5/s). 
b
 +: inhibició detectada, ±: inhibició variable, -: inhibició no detectada. 

EDTA: àcid. ethylenediaminetetraacetic, NMC: Not metalloenzyme carbapenemase, SME: Serratia marcescens enzyme, KPC: K. 

pneumoniae carbapenemases, GES: Guiana extended-spectrum, VIM: Verona integron-encoded metallo-beta-lactamases, GIM: 

German imipenemase, SPM: Sao Paulo metallo-beta-lactamase.
258

 

*Kcat (constant catalítica: nombre de molècules substrat que l’ enzim converteix en producte per unitat de temps) 

 

 

Les OXA, amb capacitat d’hidrolitzar carbapenèmics (carbapenem-hydrolyzing class D 

betalactamases: CHDLs) hidrolitzen significativament les cefalosporines d’espectre ampliat. La 

majoria dels enzims s’han descrit en Acinetobacter spp. L’activitat hidrolítica que presenten de 

carbapenèmics és baixa. En general l’hidròlisi d’imipenem és lenta, però més ràpida que la del 

meropenem i els valors de Km (la constant de Michaelis-Menten: és la concentració de substrat 

necessària perque l’enzim arribi a una velocitat mitjana-màxima.) amb imipenem indiquen que 

aquestes betalactamases tenen una aparent alta afinitat per aquest substrat. Aquestes propietats 

han provocat gran debats sobre el seu fenotip de resistència. Experiments amb knockouts d’A. 

baumannii amb OXA-40, OXA-58 o OXA-23 han demostrat que aquests enzims confereixen 
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resistència a carbapanèmics257. Tal i com ja s’ha citat, la majoria de les OXA s’han descrit en 

Acinetobacter spp. (Taula 10),  a excepció de l’OXA-48, tot i que en el cas de l’OXA-23 també s’han 

descrit en P. mirabilis. 

L’OXA-48 és la que s’ha descrit més freqüentment en enterobacteris i té activitat front penicil·lines i 

carbapenèmics, dèbil enfront cefalosporines d’espectre ampliat. Al ser una betalactamasa de classe 

D no  és inhibida pels inhibidors de betalactamases. Donat que és el tema de la present tesi el descric 

en més detall en el darrer apartat.  

 

 

 

 

 
 

Figura 22. Dendrograma de les diferents OXA
256

. Estan marcades les OXA amb capacitat per hidrolitzar carbapenèmics 

(carbapenem-hydrolyzing class D betalactamases: CHDLs), excepte l’OXA-143, perquè no s’havia descobert encara 
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Taula 10. OXAamb activitat carbapenemàsica aïllades en Acinetobacter. 

CHDL Percentatge 

d’homologia amb 

altres OXA 

Variants Microorganismes 

on s’ha aïllat 

Referències 

OXA-23 36% (OXA-10) OXA-27 A. baumannii 

P. mirabilis 

259–261
. 

OXA-40 36% (OXA-10) 

61% (OXA-23) 

OXA-25, OXA-26 i OXA-

72. 

A. baumannii 

 

220,255,262,263
. 

OXA-58 50%(OXA-23) 

49% (OXA-40) 

40%(OXA-10) 

OXA-96, OXA-97 i OXA-

164. 

A. baumannii 

 

264–267
. 

OXA-143 88% (OXA-40) 

63% (OXA-23) 

52% (OXA-58) 

- A. baumannii 
268

 

OXA-51 64% (OXA-40) 

57% (OXA-23) 

33% (OXA-10) 

OXA-64, OXA-66, OXA-

68, OXA-71, OXA-75, 

OXA-78 i OXA-92 

A. baumannii 
266,267,269,270

. 

OXA-134a 63% (OXA-23) 

58% (OXA-40) 

57% (OXA-51) 

53% (OXA-58) 

OXA-186 i OXA-191 A. lwoffii 
255,271

. 

 

- Sense variants. 

 

1.7.4.   Detecció fenotípica de les carbapenemases 

La detecció fenotípica de les carbapenemases en enterobacteris sovint és difícil. Això es deu a la 

varietat de perfils de resistència que es poden donar en funció de la carbapenemasa implicada, de 

l’espècie bacteriana i de la presencia d’altres mecanismes de resistència. En l’estudi de la sensibilitat, 

doncs, es tenen en compte els següents  aspectes com: 

- El perfil d’ hidròlisi de les diferents classes de carbapenemases. 

- El perfil d’inhibició que confereixen els diferents inhibidors de betalactamases. 

- L'epidemiologia local. 

- L’identitat del microorganisme i la seva resistència natural.  

El patró de sensibilitat d’una soca possiblement productora de carbapenemasa mostra una 

sensibilitat disminuïda o resistència a les cefalosporines d'ampli espectre i als carbapenèmics. És per 
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això que diferents societats han proposat punts de tall de sensibilitat als carbapenèmics per sospitar 

la possible presencia d’una carbapenemases: halos d’inhibició ≤21 mm a l’ertapenem i al meropenem 

segons el Clinical and Laboratory Standards Institut (CLSI)272,273 o <25 mm al meropenem i al 

ertapenem i <23 mm al imipenem segons l’European Committé on Antimicrobial Susceptibility 

(EUCAST)274,275. 

En el cas que s’utilitzin mètodes per a determinar els valors de CIM, el CLSI  proposa valors de mínim 

2 µg/ml al ertapenem i 2-4  µg/ml a l’imipenem i al meropenem. En canvi els punts de tall proposats 

per EUCAST són de >0,12 mg/L al meropenem i al ertapenem i >1 mg/L al imipenem. 

El mètode de referència, no sempre a l'abast de tots els laboratoris de microbiologia, seria l'assaig 

espectrofotomètric, que determina el perfil d’hidròlisis als diferents antimicrobians per part d’un 

extracte cel·lular del bacteri problema. És per això que s’han descrit  diferents mètodes biològics 

(bioassaigs) senzills que permeten la seva detecció10.  

Davant la impossibilitat d’usar de manera rutinària l’espectrofotometria, diferents autors 

conjuntament amb la industria, han descrit diferents metodologies. Entre aquestes destacaré el Test 

de Hodge modificat, el test Masuda i els mètodes colorimètrics. 

  

El test de Hodge modificat (THM) (Figura 23), és una prova basada en la dissenyada inicialment per 

Gots et al. al1945276 per detectar la producció de penicil·linasa a Sthaphylococcus aureus. Va ser 

recomanada per primera vegada pel CLSI l'any 2009 com a test fenotípic de confirmació de la 

producció de carbapenemases277. Té una elevada sensibilitat però no és útil per a la diferenciació del 

diferents tipus de carbapenemases. Per a la detecció de les carbapenemases de classe A i B, les 

sensibilitats foren superiors al 90%, per exemple, en el cas de KPC en K. pneumoniae. En canvi per a 

la detecció de la NDM-1, en un inici, hi  va haver problemes  per  falsos negatius278,279, que es van 

resoldre en part amb l’addició de sulfat de zinc a la placa d’agar280. S'ha discutit quin és el 

carbapenèmic més adequat per al THM, recomanant la utilització de meropenem i ertapenem en 

detriment de l’imipenem10,277,281–283. Malgrat la seva senzillesa, el THM té detractors per les 

discordances observades en algunes soques. S'han observat resultats de falsos negatius per la baixa 

expressió de la carbapenemasa, sobretot en soques amb metal·lobetalactamases i oxacil·linases. Els 

falsos negatius quan es tracta de les metal·lobetalactamases, es poden evitar afegint sulfat de zinc al 

medi per incrementar l'activitat de l‘enzim. També s'han comunicat falsos positius o positius febles 

en soques productores de la betalactamasa d’espectre ampliat, CTX-M-15, i en soques 

hiperproductores d'AmpC10. Aquest fet es deu a que aquests enzims tenen afinitat per als 

carbapenèmics, encara que aquesta és molt baixa i només quan es troben en elevades 

concentracions poden hidrolitzar el carbapenem, essent l’afinitat major per a l’ertapenem que per a 

l’imipenem. 

A més del Test de Hodge modificat, s'han proposat, encara que amb molt menys èxit, altres proves. 

Una d’elles és  el test de Masuda (MAS)284,(Figura 23) que consisteixen en: una difusió amb discs 

utilitzant un microorganisme indicador sensible a carbapenèmics (p.e. E. coli ATCC 25922). Cal lisar el 

bacteri a estudiar i col·locar l'extracte obtingut en un disc de paper que se situa a l'extrem de l'halo 

d'inhibició de l'antibiòtic indicador (en aquest cas un carbapenèmic). Si el bacteri produeix 

carbapenemasa distorsionarà l'halo d'inhibició del carbapenèmic10. 
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Van der Zwaluw K. et al. al 2015285 va descriure una tècnica basada en l’inactivació d’un disc d’un 

antibiòtic carbapenèmic (el imipenem en el seu cas)  en un  cultiu liquid de la soca que productora de 

la carbapenemasa, que posteriorment es comprova al colocar aquest disc en un cultiu d’una soca 

sensible als carbapenèmics ( la E. coli ATCC 29522 en el seu cas) i observar si hi ha inhibició o 

creixement. Aquesta tècnica s’anomena CIM (Carbapenem Inactivation Method). 

 

 

Figura 23. Esquema del Test de Hodge modificat (THM) i el test de Masuda (MAS). On el control negatiu del THM és la 

soca ATCC BAA1706 no productora de carbapenemases i en canvi en el MAS és només tampó fosfat. 

 

Els darrers anys, s’han desenvolupat tècniques colorimètriques per facilitar una ràpida detecció de 

soques productores de carbapenemasa. L’any 2012 Nordmann. et al.286 presenten el test Carba NP, 

basat en els canvis colorimètrics deguts a la reacció de l‘enzim amb un substrat (imipinem) que 

donen un canvi de pH en la solució que provoca la reacció del roig de fenol (Figura 24). S’han 

desenvolupat altres tècniques basades amb les reacciones d’aquest enzims amb substrats com són:  

Blue Carba287 o Rapid CARB Screen Kit 98021 (ROSCO Diagnostica A/S,  Taastrup, Dinamarca.). Totes 

aquestes tècniques utilitzen com a substrat l’imipenem, i varien en la concentració d’aquest 

antibiòtic com el compost utilitzat com a indicador de canvis en el pH, essent el roig de fenol en el 

cas del Carba NP i de Rapid CARB Screen Kit 98021, i el blau de bromotimol en el Blue Carba (Figura 

24). Això permet que davant la carència de poder determinar genotípicament la presència d’una 

carbapenemasa i la identificació de la classe (depenent del temps de canvi de coloració. p.e. les KPC 

són les primeres en virar i observar el canvi colorimètric respectiu d’un canvi de pH), es pugui dir en 

un  màxim de 2 hores si la soca produeix o no aquest tipus d’enzim. 
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Figura 24. Resultats del  test Carba NP
286

 (1) i del  Blue Carba
287

(2). En el Test Carba NP s’observa com els productors de 

carbapenemases canvien el color del medi de roig a groc,  i en canvi el Blue Carba el medi és blau i vira a groc-verd quan hi 

ha carbapenemases. 

També s’han descrit diferents medis selectius per a detectar enterobacteris portadors de 

carbapenemases a partir de mostres clíniques. Aquests medis estan especialment dissenyats per a 

detectar pacients o personal portador d’enterobacteris amb carbapenemases. La majoria d’aquests 

medis són cromogènics, entre ells els que es fan servir per a la detecció de BLEA i els que 

específicament s'han dissenyat per a la detecció de KPC. Els medis cromogènics per BLEA , p.e. el 

chromID® ESBL (http://www.biomerieux-diagnostics.com/chromidr-esbl), permeten detectar també 

microorganismes amb carbapenemases de les classes A i B, però no les soques que tenen OXA-48. No 

obstant això tenen l'inconvenient de ser poc específics, atès que en ells també creixen els 

microorganismes productors de BLEA. Aquest fet s'ha de tenir en compte en aquelles àrees 

geogràfiques en les que aquest tipus d'enzims és molt prevalent ja que poden emmascarar la 

presència de microorganismes amb carbapenemases. Els medis cromogènics específics per 

carbapenemases com el CHROMagar ™ KPC (CHROMagar, Paris, França) tenen una elevada 

sensibilitat i especificitat per a la detecció de soques amb enzims tipus VIM i KPC directament de 

mostres rectals, si bé no discriminen el tipus de carbapenemasa. 

Un cop confirmat que la soca problema produeix un enzim que inactiva els carbapenèmics cal 

diferenciar el tipus de carbapenemasa. Cal tenir present que algunes carbapenemases produeixen 

nivells baixos de resistència. S’han proposat diferents algoritmes basats generalment en l’ús 

d’inhibidors de les betalactamases per determinar la classe de la carbapenemasa en qüestió (Figura 

25).  

En el cas de les metal·lobetalactamases s’utilitza el fet que no hidrolitzen l'aztreonam (i per tant 

apareixen sensibles en l’antibiograma) i la possible sinergia entre els carbapenèmics i EDTA o entre 

ceftazidima i EDTA per inferir la seva presència. No obstant això, sovint les soques amb 

metal·lobetalactamases també produeixen BLEA, sent resistents a aztreonam. S'han dissenyat proves 

d'aproximació de discos, discos de carbapenèmics combinats amb EDTA i tires de difusió en gradient 

(p.e. Etest) amb un carbapenèmic i EDTA per identificar fenotípicament aquests enzims. En alguns 

casos s'afegeix a més fenantrolina o es substitueix EDTA per compostos tiólics com l'àcid mercapto-

propiònic o l’àcid dipicolìnic per millorar la sensibilitat de la prova10,283. 
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Figura 25. Identificació fenotípica d’Enterobacteriaceae productores de carbapenemases
10

. *Dades dels valors de la CIM i 

d’halos d’inhibició. 

En el mètode d'aproximació de discos és important  la distància entre els discos del carbapenèmic i 

l'inhibidor, sobretot en les soques amb baixa expressió de la carbapenemasa en las què els halos 

d'inhibició són amplis. Per aquest motiu existeixen mètodes que inclouen directament l'inhibidor en 

el mateix disc que el carbapenèmic i es compara l'halos d'inhibició resultant amb què es produeix 

amb el carbapenèmic sol. Aquest mateix principi s'utilitza amb les tires de Etest que en un extrem 

contenen imipenem i en l'altre imipenem amb EDTA. Per la diferència entre els valors de CIM o els 

mil·límetres dels halos d’inhibició de imipenem sense i amb inhibidor es pot inferir la presència de les 

carbapenemases10,246. 

Les soques productores de la betalactamasa KPC són resistents al aztreonam i no s'inhibeixen per 

l'EDTA però sí pel àcid borònic i “lleument” per l'àcid clavulànic. Per aquesta raó no es recomana 

utilitzar àcid clavulànic en soques que expressen aquest enzim. La utilització del àcid borònic té com 

inconvenient que és també un bon inhibidor de AmpC, circumstància que dificulta la detecció de les 

KPC quan a més hi ha AmpC (per exemple en E. cloacae).  En aquest cas el CLSI  proposa utilitzar 

simultàniament una prova de discos combinats amb cloxacil·lina per demostrar la presència 

d'aquestes betalactamases tipus AmpC288–293. La sinèrgia amb àcid borònic a les soques productores 

de KPC es pot demostrar amb els carbapenèmics i també amb cefalosporines d'ampli espectre, 

preferentment amb cefepime. S'han dissenyat proves que afegeixen àcid borònic directament als 

discs i que utilitzen 300 o 400 mg d'aquest compost, tot i que també s'ha proposat una concentració 

de 600 mg i comparar els halos d'inhibició amb els del carbapenèmic sense el àcid borònic. També es 

pot observar aquesta sinèrgia amb proves d'aproximació de discos. Com a substrat es recomana 

preferentment utilitzar meropenem o imipenem ja que amb ertapenem es pot observar falsos 

positius quan el microorganisme estudiat produeix AmpC, incloses les AmpC plasmídiques10. 

Per a les carbapenemases de tipus OXA no és possible utilitzar un mètode fenotípic com el proposat 

amb les carbapenemases de classe A o B, ja que no existeixen inhibidors específics d'enzims de classe 
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D.  Quan hi ha una alta sospita de la presència de l’OXA-48,  la presència de CIM de temocilina > 32 

mg/L o la resistència a piperacil·lina/tazobactam poden ajudar a diferenciar la producció d’aquesta 

carbapenemasa de les BLEA, tal com ho proposa l’EUCAST275; malgrat que potser hi hagin soques 

resistents a la piperacil·lina/tazobactam per la coproducció d’una BLEA i OXA-1294,295. Tot i això, es 

recomana confirmar la presència d'aquests enzims per mitjà de mètodes moleculars. 

Un dels problemes a què s'enfronta l'esquema proposat de diferenciació del tipus de carbapenemasa 

utilitzant diferents inhibidors, és el creixent augment de microorganismes que produeixen més d'un 

tipus de betalactamasa, incloses les soques productores de metal·lobetalactamases i 

carbapenemases de classe A; i fins i tot algunes simultàniament amb BLEA (majoritàriament CTX-M o 

SHV) i AmpCp (generalment de tipus CMY). Per a les soques d‘Enterobacteriaceae que produeixen 

KPC i VIM simultàniament es recomana utilitzar en una mateixa placa una prova de discos combinats 

amb els dos inhibidors en discos independents i en el mateix disc. S'ha proposat també una prova 

similar per a les soques amb KPC que produeixin simultàniament una BLEA però en aquest cas 

s'utilitza àcid borònic i àcid clavulànic per separat i simultàniament en el mateix disc indicador amb 

cefalosporines. 

Malgrat els diferents comitès internacionals com el CLSI i l’EUCAST han establert uns punts de tall per 

a determinar si un microorganisme és o no resistent als betalactàmics, en funció de la seva CIM o 

dels mm dels halos d’inhibició, hi ha certs dubtes sobre la utilització dels carbapenèmics per al 

tractament d’infeccions produïdes per bacteris portadors de carbapenemases, tot i que in vitro es 

classifiquin com a sensibles296.  

El CLSI i EUCAST 297,298 recomanen taxativament informar la sensibilitat als carbapanèmics en funció 

dels punts de tall de sensibilitat establerts, una mica inferiors en el cas del CLSI, sense modificar la 

interpretació malgrat es tingui constància de la presencia d’una carbapenemasa. Així mateix, també 

es basa en el propi concepte del que representa un punt de tall; serveix per establir categories 

clíniques de tractament i no estan encaminats a la detecció de mecanismes de resistència. No 

obstant això, els nous punts de tall de carbapenèmics, sobretot en Enterobacteriaceae, estan molt 

propers als punts de tall de vigilància epidemiològica, circumstància que facilita la detecció fenotípica 

de les carbapenemases. Tot i això, donat que la informació clínica és encara molt escassa; l'expressió 

dels enzims és molt variable;  algunes proves de sensibilitat presenten una baixa reproductibilitat, 

sobretot amb els mètodes automàtics; i que la freqüència d’aquestes carbapenemases és molt 

variable segons àrees geogràfiques; en molts laboratoris se segueixen recomanacions locals o criteris 

interpretatius que transformen la categoria sensible dels carbapenèmics a resistent quan s'identifica 

la presència d'una carbapenemasa o si més no es recomana no utilitzar cap carbapenèmic si hi ha 

alternatives, tal com es feia, i en alguns centres es segueix fent, amb les cefalosporines d'ampli 

espectre i les soques que presentaven BLEA amb anterioritat al canvi dels punts de tall10. 

En el cas de les metal·lobetalactamases i atès que no hidrolitzen l’aztreonam s’ha suggerit aquest 

antibiòtic com a tractament d'elecció. No obstant això, en la pràctica no solen ser sensibles a causa 

de la producció simultània de BLEA o betalactamases plasmídiques de tipus AmpC, o en el cas de 

Enterobacter spp. o P. aeruginosa a la hiperproducció d'AmpC cromosòmica. 

Un cas particular el constituirien les carbapenemases de tipus OXA, essencialment l’OXA-48, ja que 

presenten una lleugera pèrdua de sensibilitat als carbapenèmics (suficient en molts casos perquè es 
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categoritzin com resistents) però que pel seu perfil hidrolític apareixen sensibles a les cefalosporines 

d'espectre ampliat, per la qual cosa seguint les directrius del CLSI s’han d’'informar com a sensibles. 

 

1.8. La carbapenemasa OXA-48. 
 

La carbapenemasa OXA-48 va ser identificada per primer cop en una soca clínica de K. pneumoniae a 

Istambul (Turquia) al 2001299, i posteriorment es va  identificar en E. coli i C. freundii en el mateix 

país300.  Després d'anys de descriure’s només a Turquia o en pacients relacionats amb aquest país, 

l’OXA-48 ha estat descrita en molts països d'Europa, Orient Mitjà i Àfrica del Nord i, principalment, 

en aïllats de K. pneumoniae301–327. 

 

L’OXA-48 té activitat front penicil·lines i carbapenèmics (reduïda, malgrat que té una bona eficiència 

catalítica amb l’imipenem), dèbil enfront cefalosporines d’espectre ampliat (baixa afinitat per la 

cefotaxima i encara menor per a la ceftazidima i la cefepima). Al ser una betalactamasa de classe D 

no  és inhibida pels inhibidors de betalactamases.  

 

A partir de l’OXA-48, a dia d’avui s'han identificat 10 variants (Taula 11): OXA-48b, OXA-162, OXA-

163, OXA-181, OXA-199, OXA-204, OXA-232, OXA-244, OXA-245, OXA-247 i OXA-370. En l’annex I es 

pot observar el percentatge d’homologia de les variants amb l’OXA-48 i el resultat de l’alineament de 

totes elles, on és veu que el grau màxim d’homologia el té l’OXA-48B, amb el 100%, seguit de OXA-

162, OXA-204, OXA-244, OXA-245, OXA-370, OXA-199, amb un 99%, i les variants: OXA-181, OXA-

163, OXA-232 són els que el tenen més dispar, amb un 98% d’homologia. 

 

A quatre de les variants d’OXA-48: OXA-162, OXA-163, OXA-181, i OXA-232, se’ls han mesurat les 

propietats cinètiques i s’ha observat que l’OXA-163 sembla ser que hidrolitza poc els carbapenèmics; 

en canvi l’OXA-181 i l’OXA -232 tenen una activitat molt semblant a la de OXA-48, tot i que l’OXA-232 

sembla que té una millor hidròlisi de les penicil·lines. Curiosament, malgrat la falta d'activitat enfront 

els carbapenèmics d’OXA-163, aquesta té capacitat per hidrolitzar ceftazidima i aztreonam, que no és 

detectable en OXA-48, i una major capacitat per hidrolitzar la cefotaxima i cefepime que OXA-48, 

fent que aquest enzim sigui més similar a una BLEA que no a una oxacil·linasa amb capacitat 

d’hidrolitzar carbapenèmics.  

 

L’origen del gen blaOXA-48  és el gen blaOXA-54, el qual està localitzat en el cromosòma de Shewanella 

spp. (microorganisme aquàtic) amb el que presenta una homologia del 92% en la seqüència 

aminoacídica344. Es creu que l’acció d’elements genètics mòbils va permetre la mobilització del gen i 

la transferència a altres microorganismes (enterobacteris) partint d’algunes de les espècies de 

Shewanella spp. (S. oneidensisi S. xiamenensis). Paral·lelament a aquesta mobilització, es van originar 

les variants cromosòmiques d’OXA-48, OXA-48b i OXA-199 en S. xiamenensis.  En un ambient aquàtic 

al Marroc, es va descobrir una Serratia marcescens amb un plasmidi portador del gen, cosa que fa 

pensar que potser va participar com a reservori del plasmidi portador del gen i va permetre la 

transmissió a la resta d’enterobacteris que avui en dia coneixem que tenen aquest gen344–347.   
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Taula 11. Informació de les variants d’OXA-48. 

Variant OXA-48 Diferències 

aminoacídiques 

Localització Entorn genètic Microorganisme 

que el vehicula 

Ref. 

OXA-181 

(JN205800) 

Thr104AIa, 

Asn110Asp, 

Glu175GIn, 

Ser179Ala 

Plasmídica 

(ColE, IncA/C, IncT) 

Tn2013 K. pneumoniae, 

 C. freundii,  

P. rettgeri, E. coli,  

E. cloacae 

278,302,3

16,328–

334
 

OXA-163 

(HQ700343) 

Delecció de: 

Arg214, Ile215, 

Glu216, Pro217. 

Ser220Asp 

Plasmídica 

(no tipat per PBRT) 

Upstream:ISEc14 

Downstream: té IS4 

 

K. pneumoniae,  

E. cloacae 

300,335,3

36
 

OXA-162 

(ACZ73269) 

Thr224Ala Plasmídica 

(IncL/M) 

Tn1999 E. coli, C. freundii, 

Raoultella 

ornithinolitica,  

K. pneumoniae 

312,337,3

38
 

OXA-204 

(KP027886.1) 

Gln98His, 

Thr99Arg 

Plasmídica 

(IncA/C) 

Tn2016 K. pneumoniae 
339

 

OXA-232 

(JX423831.1) 

Thr104AIa, 

Asn110Asp, 

Glu175GIn, 

Ser179Ala, 

Arg222Ser 

Plasmídica 

(no tipable) 

Tn2016 (truncat) K. pneumoniae i E. 

coli 

340
 

OXA-244 

( JX438000) 

Arg222Gly Desconeguda Desconegut K. pneumoniae 
321

 

OXA-245  

(JX438001) 

Glu125Tyr Plasmídica 

(IncL/M) 

Tn1999 K. pneumoniae 
321

 

OXA-247 

(JX893517) 

Tyr219Ser, 

Asp220Asn 

Plasmídica 

(no tipable) 

Upstream: IS4221 

Downstream: IS4 

(truncada) 

K. pneumoniae 
341

 

OXA-370 

(KF900153.1) 

Thr634Gly 

Cys635Ala 

Plasmídica 

(del grup IncF) 

Upstream: Tn3 

Downstream:Tn4 

(KJ488943.1) 

 

E. cloacae 
342

a- 

OXA-199 

(JN704570) 

His37Tyr, 

Val44Ala, 

Asp153Gly 

Cromosòmica Downstream: 

ISShes2 (JN704570, 

JX644945) 

Shewanella 

xiamenensis 

343
 

OXA-48b 

(JX644945) 

Cap diferència Cromosòmica Tn1999 S. xiamenensis 
343
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1.8.1. L’entorn genètic del gen blaOXA-48 

 

La difusió d'aquest enzim pot explicar-se pel fet que en l'entorn del gen blaOXA-48 s'han descrit dues 

seqüències d'insercions (IS1999) que defineixen el transposó Tn1999303,304,348–350. El Tn1999 està 

format per dues seqüències d’inserció (IS1999) flanquejant el gen blaOXA-48. Aquestes seqüències 

d’inserció són de la família IS4, les quals estàn delimitades per seqüències de repetició invertida 

imperfectes curtes (Inverted repeat: IR), codifiquen una transposasa que es requereix per a la 

transposició i són capaces d’inserir-se en una molècula diana d’ADN, la qual cosa comporta una 

duplicació de diversos parells de bases (directed repeat: DR) en el lloc d’inserció. L’IS1999 codifica 

una transposasa putativa de 402 aminoàcids, que comparteix una homologia aminoacídica del 71% 

amb la de l’IS10, el membre de la família IS4 millor caracteritzat. IS1999 té una mida de 1328 pb, amb  

21 pb d’IRs, i genera una duplicació de 9 pb en el lloc d’inserció350. En la seqüència de l’IS1999 

upstream al gen blaOXA-48 es localitzen les seqüències promotores d’aquest gen, la -35 i -10. El Tn1999 

es va inserir dins d’un gen tir (similar al responsable d’inhibir la transferència del plasmidi R100). Es 

va identificar una diana de duplicació de 9 pb (CGTTCAGCA) a cada extrem de Tn1999, i més avall del 

gen blaOXA-48 es va identificar el gen lysR que codifica per una proteïna reguladora de 304 aminoàcids 

(98% homologa a nivell aminoacídica amb la MR1 de S. oneidensis) amb la funció de regulador 

transcripcional18,343,350,351, seguit d’un fragment truncat d’un gen que codifica per un acetil coenzimA 

carboxilasa (100% homologa a nivell aminoacídic amb la MR1 de S. oneidensis). El fet que la seva 

localització plasmídica sigui truncant el gen tir s’ha hipotetitzat que pot haver contribuït a una major 

difusió del plasmidi portador  del gen que codifica l’OXA-48. 

 

Les diferents variant d’OXA-48 presenten entorns genètics diferents al d’OXA-48 (Figura 26). Però el 

més estés és l’entorn de la variant del Transposó Tn1999, el Tn1999.2260,304,306,315,322,352–356. Aquesta 

variant difereix del Tn1999 en la inserció de la IS1R, dins la seqüència de la IS1999 upstream al gen 

blaOXA-48, truncant-la, tot i augmentar la plasticitat i la taxa de transposició que té aquest 

transposó354,355,357.  

1.8.2. Els plasmidis portadors del gen blaOXA-48. 

Els gens blaOXA-48 i els seus derivats han estat descrits en plasmidis amb diferent grup 

d’incompatibilitat (Taula 7). 

 

A partir de la recuperació d’una soca de K. pneumoniae aïllada al 2011 a Istambul es va identificar 

que el plasmidi portador del gen blaOXA-48 era un plasmidi IncL/M, d’aprox. 62 Kb,  amb un contingut 

de GC del 52%, autotransferible i que no vehiculava cap altre gen de resistència addicional. Aquest 

plasmidi es va anomenar pOXA-48 (Nombre d’Accés al GenBank: JN626286). Els plasmidis IncL/M són 

molt comuns en Enterobacteriaceae, i tenen una amplia gamma d’hostes a part d’enterobacteris 

(sent identificats en Erwinia spp., Ralstonia spp. i Pseudomonas spp)348,359,360.  

Un cop identificat i caracteritzat el plasmidi pOXA-48 es van realitzar estudis moleculars dels 

aïllaments aconseguits dels diferents països on havia aparegut l’OXA-48 i en tots es va identificar el 

pOXA-48. Això va generar la idea de que la difusió d’OXA-48 es trobava relacionada amb la 

propagació d’un únic plasmidi entre diferents enterobacteris. 
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Figura 26. Esquema de diferents entorns genètics de l’OXA-48 i algunes variants
255

. El d’OXA-48 (Tn1999)
350

 (A), el d’OXA-

163
336

 (B), el d’OXA-181 (Tn2013)
329

 (C), el d’OXA-48 (Tn1999.2)
358

 (D), el d’OXA-48 (Tn1999.3)
349

 €,  el d’OXA-163
336

 (F),  el 

d’OXA-204 (Tn2016)
339

 (G) i  el d’OXA-232
340

 (H). 

Al 2010 es van aïllar 6 de soques d’enterobacteris (K. pneumoniae, E. coli, K. oxytoca i E. cloacae) 

resistents a l’ertapenem en hospitals a França361 i es va observar que totes tenien el gen blaOXA-48. 

Mitjançant PCR, PFGE amb digestió per la endonucleasa S1 i posterior Southern Blot i seqüenciació es 

van identificar dos nous plasmidis portadors del gen blaOXA-48 (Figura 27): 

-pKPoxa-48N1: és un plasmidi IncL de 62,583 pb (contingut de GC del 51,1%), bastant semblant al 

pCTX-M-3 (Nombre d’Accés al GenBank: NC_011641) i al pOXA-48 de K. pneumoniae (Nombre 

d’Accés al GenBank: JN626286) tant en l’organització dels gens com en la seqüència (98 i 99%). El gen 

blaOXA-48 és l'únic gen de resistència a antibiòtics present en pKPoxa-48N1. Les diferències 

significatives entre pKPoxa-48N1 i pCTX-M-3 van ser l'absència de dos elements de transposició: un 

transposó de tipus Tn2 que conté blaTEM-1 i ISEcp1, associat amb el gen blaCTX-M-3, i la substitució de 

ISEcp1-blaCTX-M-3 per un transposó compost: Tn1999 (amb  blaOXA-48). En contrast amb pOXA-48, 

pKPoxa-48N1 conté una seqüència d’inserció: IS1R, inserit en la IS1999 que es troba mes amunt 

(upstream) de blaOXA-48, com s’observa en el transposó compost Tn1999.2. 

-pKPoxa-48N2: és un plasmidi IncL de 167,194 pb (contingut de GC de 51%). La regió que conté el gen 

blaOXA-48  és idèntica a la del pKPoxa-48N1. No vehicula cap altre gen de resistència a antibiòtics. Quan 

es va descobrir es va observar que mostrava tres regions de 33,7, 35,7 i 35,2 Kb, exhibint un elevada 
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similitud (aprx. 98%) amb regions de mida similar del plasmidi pEC-IMP (318 kb; Nombre d’Accés al 

GenBank: NC_012555), que es troba en E. cloacae, i dos plasmidis, PC15-k (96 Kb; NC_015154) i 

pKP048 (151 Kb; Nombre d’Accés al GenBank: NC_014312), que es troba en K. pneumoniae. Les 62,2 

kb de la regió que conté blaOXA-48 i els 33,7 Kb de la regió PEC-IMP es van inserir en la regió PC15-k-

com de 35,7 Kb. Així es va observar que el pKPoxa-48N2 és el resultat de múltiples reordenaments de 

diferents plasmidis de diferents espècies d’enterobacteris. Malgrat tot, aquest plasmidi només té el 

gen blaOXA-48; tot indicant que els gens de resistència que normalment alberguen els plasmidis PEC-

IMP, PC15-k, i pKP048 es van perdre durant els esdeveniments que van portar a la selecció de 

pKPoxa-48N2. Curiosament, es va observar que en contrast amb pKPoxa-48N1, aquest plasmidi conté 

gens que anteriorment codificaven per el sistema de toxina-antitoxina RelE-StbE and RelB-DinJ,que 

es troben dins de la regió de 33,7 Kb pEC-IMP, i es creu que poden ser els responsables d'una major 

estabilitat de pKPoxa-48N2 en bacteris. 

 

Figura 27. Representació gràfica dels plasmidis pKPoxa-48. Es pot apreciar la diferència de mida entre el pKPoxa-48N1 i el 

pKPoxa-48N2, deguda a pKPoxa-48N2 té parts d’altres plasmidis. 

També s’han trobat altres plasmidis similars al pOXA-48, com és el cas del pJEG011 en K. pneumoniae 

a Austràlia (Nombre d’Accés al GenBank: NC_021078.1)325, el pKPN-ElNr.7 (Nombre d’Accés al 

GenBank: KM406491)359, o el pE71T (Nombre d’Accés al GenBank: KC3351439)356 que estan en 

estudi. 

Es van realitzar estudis in silico i es van comparar el pOXA-48 amb altres plasmidis IncL/M com el 

pNDM-HK (Nombre d’Accés al Genbank: HQ451074) o el pCTX-M-3(Nombre d’Accès al GenBank: 

AF550415.2) i han obtingut que pOXA-48 té un homologia nucleotídica amb el pNDM-HK del 99% i 

amb el pCTX-M-3 del 97%. Una regió que difereix entre pOXA-48 i pCTX-M-3 és la que correspon al 

Tn1999. En el plasmidi pCTX-M-3 es va inserir el locus ISEcp1-blaCTX-M-3 prop de la diana de Tn1999, 

això suggereix que aquest locus pugui ser simplement un “hot spot” per a l’integració d’ADN forani 

en el plasmidi IncL/M.  

Una altre regió en que difereixen es situa entre el mòdul de replicació i el locus de transferència trb. 

En el plasmidi pCTX-M-3, aquesta regió (de 27 Kb) es compon d’una copia de Tn2 en la qual el 

transposó Tn1548 porta el gen que codifica per la metilasa armA, aquesta regió conté al menys 19 
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ORFs (Open Reading Frames) incloent gens que codifiquen per resistències particulars a 

aminoglicòsids (aadA2 i armA), trimetoprim (dfrA12), sulfonamides (sul1), i macròlids (mphE i msrE). 

En pHK-NDM, el locus del gen blaNDM-1 va ser inserit dins el transposó que porta el gen armA, 

reemplaçant l’estructura d’integró de classe 1 de pCTX-M3. En canvi en pOXA-48 no hi ha cap ADN 

inserit entre el mòdul de replicació i el locus de transferència. 

També hi ha diferències en la proteïna RepA (de replicació) de pOXA-48 (amb dos canvis 

aminoacídics en comparació amb la RepA de pCTX-M-3 i pHK-NDM-1). I només un mòdul de 

replicació va ser identificat en pOXA-48.  

En conjunt, aquests resultats (Figura 28) indicaven que els plasmidis pOXA-48 , pCTX-M-3 i pHK-NDM 

podrien tenir un origen comú348. 

També es va veure que l‘operó de transferència en pOXA-48 és molt similar a l’operó de 

transferència en pCTX-M-3. Aquesta característica comuna podria explicar la gran difusió d’aquest 

dos gens bla. Aquest operó de transferència inclou els locus tra i trb, que codifiquen un pili de tipus 

IV, implicat en la conjugació plasmídica. El operó tra és molt similar al del pCTX-M-3, a excepció de 3 

gens: traX-traY-excA (amb el 54%, 79%, i 34% d’homologia); això podria ser explicat per una 

recombinació. 

 

Figura 28.  Seqüències completes de tres   plasmidis IncL/M (pOXA-48, pNDM-KH, pCTX-M-3)
348

. 

Carattoli et al. al 2015359 a partir dels resultats obtinguts per anàlisis comparatius de les seqüències 

completes de tots els plasmidis tipificats com IncL/M, va observar que el pOXA-48 i altres plasmidis 

portadors del gen blaOXA-48, com: pKPN-ElNr.7 (Nombre d’Accés al GenBank: KM406491), pE71T 

(Nombre d’Accés al GenBank: KC335143), pKPoxa- 48N2 (Nombre d’Accés al GenBank: NC_021502); 

conjuntament amb altres que no el vehiculen: 830b (Nombre d’Accés al GenBank: NC_019344) i 496 

R471 (Nombre d’Accés al GenBank: KM406489), tenien una elevada homologia amb la resta de 

plasmidis tipificats com IncL/M, malgrat no detectart-se per PBRT (PCR-based replicon typing); ja que 

es diferenciaven en tres gens: traX, traY i excA.  
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Els gens excA i traY codifiquen proteïnes que formen part de l’anomenat “sistema d’exclusió 

d’entrada” dels plasmidis conjugatius. Durant la conjugació bacteriana, es transfereix l’ADN plasmídic 

a una cèl·lula receptora a través del contacte de cèl·lula a cèl·lula. La transferència pot ser inhibida 

quan el donant i la cèl·lula receptora tenen plasmidis conjugatius estretament relacionats. La 

interacció de ExcA de la cèl·lula donadora amb el TraY de  la cèl·lula receptora és un dels mecanismes 

que deteriora la conjugació i inhibeix la transferència d'ADN. Per tant, dues cèl·lules portadores de 

plasmidis amb diferents proteïnes ExcA i TraY han de poder conjugar amb èxit. A més, TraX es creu 

que és la relaxasa del plasmidi i les seves seqüències d'ADN s'han utilitzat com marcador molecular 

per a la classificació plasmidica. Per tant, els plasmidis que mostren diferents gens  traX s'han de 

classificar en diferents grups filogenètics. 

Així, la classificació per grups d’incompatibilitat es va modificar. Donant lloc als plasmidis IncL 

(anteriorment esmentats com plasmidis amb diferències en aquest tres gens) i els plasmidis IncM (els 

plasmidis que s’havien pogut identificar per PBRT fins el moment). 

1.8.3. L’epidemiologia de l’OXA-48 

La primera soca de K. pneumoniae productora de la carbapenemasa OXA-48 a Espanya, va ser 

identificada  l’any 2009, en un estudi realitzat al Hospital Clínic de Barcelona  per Cristina Pitart et 

al.308 d’un brot, comprés en dues parts entre l’abril del 2009 i el setembre de 2010, amb 20 afectats, 

un dels quals era portador i on el primer afectat procedia del Marroc. Totes les soques d’aquest brot 

pertanyien a la seqüència tipus ST101. Totes coexpressaven la betalactamasa d’espectre ampliat CTX-

M-15 i totes tenien el gen blaOXA-48 localitzat en el Tn1999.2. La mortalitat va ser del 20%, l’origen de 

l’infecció predominant era del tracte urinari (45%) i el tractament era combinat (90%) on el 

antibiòtics més administrats van ser la tigecilina (75%), l’amicacina (45%) i la fosfomicina (40%). 

Posteriorment, de l‘abril del  2010 al decembre del 2011, a l’Hospital Universitario La Paz de Madrid 

es va realitzar un estudi de les soques aïllades de K. pneumoniae que eren portadores de la 

carbapenemasa OXA-48303, es van aïllar 173 soques en 70 pacients, nou dels quals eren portadors, es 

a dir, hi van haver 61 pacients infectats per soques de  K. pneumoniae portadores d’OXA-48. Es van 

identificar vuit clons, del quals el clon majoritari causant d’un 73% de les infeccions era el del ST405, 

clon que coexpressava altres gens de betalactamases: blaTEM-1, blaSHV-76 i blaCTX-M-15, i l’entorn del gen 

blaOXA-48 era el Tn1999. Dels 61 pacients infectats, el 56,3% eren homes amb edad mitja de 74 anys i 

el 35,5% de les infeccions eren del tracte urinari (ITU). La mortalitat va ser del 43,5%. Els antibiotics 

més actius enfront aquestes soques van ser: l’amicacina (on un 97,2% de les soques eren sensibles), 

colistina (on un 90,1% de les soques eren sensibles), tigeciclina (on un 73% de les soques eren 

sensibles) i la fosfomicina (on un 66,2% de les soques eren sensibles). Del gener del 2001 al maig del 

2012 es van aïllar en 10 hospitals estatals 151 soques de K. pneumoniae productores de la 

carbapanemasa  OXA-48321, de les quals es van seleccionar 21 soques representatives de diferents 

brots i infeccions en aquests hospitals. D’aquestes soques, 19 soques (90,5%) eren portadores del 

gen blaOXA-48, una soca (4,7%) era portadora del gen blaOXA-244 i un altre soca (4,7%) del gen blaOXA-245. 

Totes elles coexpressaven la betalactamasa d’espectre ampliat CTX-M-15. A part d’aquest gen es van 

detectar altres gens de resistència en els aïllats: blaOXA-1 (85,7%), aac(3)-IIa (85,7%), blaTEM-1 (61,9%), 

aac(6‘)-Ib-cr (61.9%), qnrB (61,9%); dfrA14 (52,4%); sul1(23,8%), dfrA12 (23,8%) i blaCMY-like (4,8%). Es 

van identificar sis clons: set soques (33,3%) pertanyien al ST405, cinc soques (23,8%) pertanyien al 

ST663 (una variant del ST405), quatre soques (19%) pertanyien al ST16, tres soques (14,21%) 



Marc Argente Viñals 

60 Introducció 

 

pertanyien al ST11, una soca (4,7%) pertanyia al ST437 i una altre soca (4,7%) al ST392, aquestes 

darreres dos soques eren les portadores dels gens blaOXA-244 i blaOXA-245. Totes les soques, exceptuant 

les soques portadores dels blaOXA-244 i blaOXA-245, que el tenien localitzats en el Tn1999, tenien el gen 

blaOXA-48 localitzant en un Tn1999.2.  De les 21 soques seleccionades el 57,7% provenía de mostra 

urinaria, el 57,1% dels afectats eren dones i eren majors de 50 anys, exceptuant 14 afectats que eren 

majors de 64 anys. El 71,4% de les soques eren sensibles a la fosfomicina, un 85,7% a l‘amicacina, un 

90,5% a la tigeciclina i totes eren sensibles a la colistina. A Madrid en un hospital terciari entre els 

anys 2009 i 2014 es va identificar 58 soques productores de l’OXA-48 de 97 soques productores de 

carbapenemases. Pertanyien als ST11 (75%), ST15, ST405 i ST14. Eren soques sensibles a l’amicacina i 

la colistina. Les soques del ST11  es van considerar un brot. El 53,4% dels afectats eren homes, amb 

una mitja de 68 anys. El gen blaOXA-48 es va localitzar en un plasmidi IncL/M , en l’interior del 

Tn1999.2362. 

Fora d’Espanya, l’OXA-48 va ser identificar per primera cop l’any 2001 en una soca de  K. pneumoniae 

al Istambul Faculty Hospital de Turquia en un home de 54 anys afectats per una ITU, que havia rebut 

tractament previ amb meropenem i vancomicina. La soca pertanyia del ST14 i només era sensible a la 

ciprofloxacina, a més el gen blaOXA-48 es va identificar en un plasmidi IncL/M de 62 Kb i en l’interior del 

Tn1999299. Des de llavors, els bacteris que produeixen aquesta betalactamasa han estat causes 

importants de brots nosocomials en aquest país, i generant que actualment rebi la denominació de 

ser una betalactamasa endèmica en aquesta regió363.  

El primer informe K. pneumoniae productores d’OXA-48 fora de Turquia va ser a l’any 2007 a Bèlgica, 

en un pacient de 37 anys tractat per un limfoma al Hospital de St.Luc de Brussel·les. Inicialment no 

se’l va tractar per la K. pneumoniae fins que va desenvolupar una infecció sistèmica per aquest 

microorganisme, la soca en qüestió era sensible a les cefalosporines de tercera generació, als 

carbapenèmics (excepte l’ertapenem) i a la tigeciclina; i es desconeixia la seva ST. El gen  blaOXA-48 es 

localitzava en el mateix plasmidi (IncL/M de ≈70 Kb) i el mateix transposó (Tn1999)  que la soca 

aïllada a Turquia al 2001364. Posteriorment, en el mateix país, es va realitzar un estudi entre els anys 

2010 i 2011 on van participar nou centres hospitalaris i només en quatre es van aïllar soques de K. 

pneumoniae productores de l’OXA-48. En total set soques aïllades, que pertanyien a diferents ST: 

ST17 (14,2%), ST392 (14,2%), ST405 (57,1%), excepte una que no es va determinar. El 85,7% de les 

soques eren sensibles al imipenem i al meropenem. Es van aïllar de set pacients, on el 71% eren 

homes amb una edat mitja de 65 anys, on el 42,8% de les soques eren d’origen nosocomial, i un 

28,5% era comunitari. Aquestes soques tenien altres betalactamases associades: TEM-1 (85,7%), 

CTX-M-15 (85,7%), SHV-11 (42,85%) i SHV-76 (57,1%). El tractament que van rebre els afectats va ser: 

carbapenèmics combinats amb altres antibiòtics: amicacina o tigeciclina (28,5%), ciprofloxacina amb 

amicacina (14,2%), levofloxacina (14,2%) i nitrofurantoina (14,2%)319.  

A partir de l’aparició a Bèlgica, els casos esporàdics d’infeccions o causants de brots de K. 

pneumoniae productora de la carbapenemasa OXA-48 van anar apareixent i es van detectar en 

diferents països europeus, sobretot propers al Mediterrani i a l’Àfrica, i posteriorment es va anar 

difonent a Amèrica i a Àsia. 

A nivell europeu  (Figura 29) des de l’aparició dels primers casos a Bèlgica a l’any 2007364, van anar 

apareixent nous casos a altres països europeus. Al Regne Unit es van fer dos estudis compresos entre 
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els anys 2007 i 2011304,320. En els primer estudi, realitzat entre els anys 2007 i 2011, es va identificar 

13 soques de K. pneumoniae productores d’OXA-48, de diferents ST: ST143 (1 soca), ST353 (1 soca), 

ST432 (1 soca), ST101 (3 soques), ST383 (1 soca), ST14 (1 soca), ST858 (1 soca), ST17 (1 soca), ST152 

(1 soca), ST37 (1 soca) i ST376 (1 soca). El 84,6% de les soques eren sensibles a la tigeciclina i 38,4% a 

la gentamicina.  Aquestes  soques  tenien altres betalactamases associades: TEM-1 (61,53%), CTX-M-

1 (61,53%), CTX-M-9 (7,7%), SHV-tipus (100%), OXA-1 (61,53%), OXA-9 (7,7%). El gen blaOXA-48 es va 

localitzar en 12 soques (92,3%) en un plasmidi IncL/M de 62 Kb i en una soca (7,7%) en un plasmidi 

IncL/M de 140 Kb: Pel que fa a l’entorn genètic de blaOXA-48  es va veure que 11 soques (84,65%) 

tenien el Tn1999.2 i dues soques  (15,38%) el Tn1999. En l’altre estudi, realitzat entre el 2008 i el 

2010, es van identificar 13 soques, nou soques (69,23%) de les quals eren de la ST353 i eren sensibles 

a l’amicacina, la gentamicina i la ceftazidima i eren portadores de altres betalactamases associades: 

TEM i SHV. Les altres dues soques (15,38%) eren de la ST15, eren sensibles a la gentamicina i a 

l’amicacina i eren portadores de les betalactamases OXA i CTX-M. Totes les soques tenien el gen 

blaOXA-48 en un plasmidi IncL/M de 62 Kb i en el Tn1999.  

A Alemanya es va realitzar un estudi entre els anys 2008 i 2010, on van participar cinc centres 

hospitalaris, on només es van aïllar quatre soques en dos hospitals, tres d’aquestes soques es van 

caracteritzar com a brot en un dels centres i l’altre soca era un cas esporàdic. Totes aquestes soques 

tenien altres betalactamases associades: TEM-1, CTX-M-15, OXA-9, SHV-11. El gen blaOXA-48 es va 

localitzar en un plasmidi IncL/M de 62 Kb i en el Tn1999365. 

 A Finlàndia es va realitzar un estudi entre els anys 2008 i 2011, on es van aïllar dues soques de dos 

ST diferents: ST13 i ST15 al 2011.Totes eren sensibles al meropenem i a l’imipenem. Només la soca 

del ST15 tenia a més de l’OXA-48 la betalactamasa TEM-1. Els afectats eren homes de 87 i 40 anys, 

un dels quals havia estat recentment a Tailàndia, l’altre era un portador fecal366. 

 A França hi va haver un brot a l’any 2010 en l’UCI del Villeneuve-Saint-Georges Hospital, on es van 

aïllar 17 soques de 10 pacients, dels quals cinc rebien tractament amb carbapenèmics (4 d’ells amb 

combinació amb colistina o amicacina) i un rebia tractament combinat: ceftazidima, colistina i 

ciprofloxacina. Totes aquestes soques eren de la ST395 i totes eren sensibles al meropenem, 

doripenem, colistina, tigeciclina i amicacina. El gen blaOXA-48 es va localitzar en un plasmidi de 70 Kb305.  

A Holanda es va realitzar un estudi entre els anys 2009 i 2011, on es van identificar 99 pacients amb 

soques de K. pneumoniae productores d’OXA-48 on es van aïllar 64 soques que a més eren 

portadores de la betalactamasa CTX-M-15 i 52 soques  que només tenien l’OXA-48. De les 64 soques 

que a més eren portadores de la betalactamasa CTX-M-15, el 95% eren sensibles a l’amicacina. Les 

52 soques restants eren sensibles a l’amicacina (98%), gentamicina (87%) i cefotaxima (90%)326. Al 

març de l’any 2010  a Amsterdam es va identificar un cas esporàdic d’un pacient de 63 anys que 

havia estat transferit des d’un hospital de Nova Delhi (India). La soca que es va aïllar era sensible a la 

tigeciclina i a la colistina, i a part de l’OXA-48 era portadora de la betalactamasa CTX-M-15317.  

A Romania es va realitzar un estudi entre els anys 2010 i 2012 en el Targus Muses Hospital, i es van 

aïllar tres soques productores de l’OXA-48 i de la CTX-M-15 de la ST101, totes eren sensibles a la 

colistina i a l’amicacina316.  
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A Eslovènia, al novembre de l’any 2011, es va aïllar una soca d’un pacient procedent del Líban, que 

era sensible a l’amicacina, cotrimoxazol i a la colistina313.  

A Itàlia es va identificar un cas esporàdic al setembre de l’any 2011, en un pacient de 33 anys 

procedent del Líban. La soca que es va aïllar era de la ST101, sensible a la tigeciclina. Les 

betalactamases associades a l’OXA-48 eren l’OXA-1, TEM-1 i SHV-11. El gen blaOXA-48 es localitzà en un 

plasmidi IncL/M i en el Tn1999.2315.  

A Grècia, entre l’any 2011 i el 2012, es va descriure un brot de 13 soques de K. pneumoniae 

productores d’OXA-48,CTX-M-15 i OXA-1, es van aïllar en nou pacients majoritàriament dones 

(55,5%) i una edat mitja de 67 anys, i havien rebut tractament combinat d’imipenem amb tigeciclina i 

colistina (33,3%), tigeciclina (11,1%), amicacina (11,1%) i amicacina amb tigeciclina (11,1%). Les 

soques pertanyien a la ST11 i eren sensibles tigeciclina, colistina i amicacina. El gen blaOXA-48 es 

localitzava en un plasmidi IncL/M i en el Tn1999323.  

A Irlanda es va descriure cinc soques entre març i juny del 2011 en un hospital terciari de referència, 

aïllades de cinc pacients on únicament tres havien rebut tractament amb gentamicina amb 

piperacilina/tazobactam, piperacilina/tazobactam i tigeciclina.  Aquestes cinc soques eren sensibles a 

la colistina (100%), tigeciclina (60%), amicacina (40%) i ciprofloxacina (20%)367. Posteriorment en un 

estudi realitzat  entre els anys 2011 i 2012 en el St. Vicent’s University Hospital, es va identificar 16 

soques en K. pneumoniae, on el 100% eren sensibles a la colistina, l’amicacina i la gentamicina, 75% 

eren sensibles a la fosfomicina, 62,5% eren sensibles a la tigeciclina i 18,7% eren sensibles al 

trimetoprim. D’aquestes soques el 25% pertanyien a la ST13 i el 75% a la ST221309.  

A Suïssa es va identificar una soca de aïllada d’un pacient de 54 anys al desembre del 2013 que 

s’havia transferit d’un hospital de Belgrat al Bern University Hospital. La soca era sensible a la 

colistina, tigeciclina i a la fosfomicina. Era portadora de les betalactamases CTX-M-15 i CMY-16. El 

gen blaOXA-48 es localitzava en un plasmidi IncL/M en l’interior del Tn1999.2368.  

Des d’un punt de vista mundial, excloent Europa, des de l’aparició a Turquia al 2007 es van anar 

documentant casos de soques portadores d’OXA-48. 

A Senegal entre els anys 2008 i 2009 es van identificar 8 soques369.  A Egipte entre els anys 2009 i 

2010 es va aïllar una soca en el Hospital del Cairo, d’un pacient malalt de càncer. Era una soca 

sensible al meropenem i el gen blaOXA-48 es trobava en un plasmidi IncL/M de 62 Kb, en l’interior del 

Tn1999.2370.  

A Tunisia, entre els anys 2009 i els 2010, de 153 soques de K. pneumoniae, es van identificar 21 

soques productores de l’OXA-48. Aquestes soques pertanyien a quatre clons identificats per PFGE. 

Aquestes  soques  tenien altres betalactamases associades: CTX-M-14 i CMY-4 (66,6%), CTX-M-14, 

CMY-4, TEM-1 (19 %), CTX-M-14 i OXA-1 (4,76%), CTX-M-15 i CMY-4 (4,76%). El gen blaOXA-48 es 

trobava en un plasmidi IncA/C de 70 Kb, en l’interior del Tn1999. Posteriorment, a l‘any 2012, es va 

aïllar una soca d’una pacient de 73 anys procedent del Líban. La soca pertanyia a la ST11 i era 

sensible a la gentamicina, l’amicacina, la netilmicina, la fosfomicina, la colistina i la tigeciclina. 

Aquesta soca a més era portadora d’una altre carbapenemasa, la NDM-1. El gen blaOXA-48 es trobava 

vehiculat en plasmdi IncL/M i el gen blaNDM-1 en un IncN371,372.  



Epidemiologia de la carbapenemasa OXA-48 en aïllats de Klebsiella pneumoniae  a Catalunya   

Introducció 63 

 

 
http://www.eurosurveillance.org/ViewArticle.aspx?ArticleId=20525 
http://www.eurosurveillance.org/ViewArticle.aspx?ArticleId=21300 

Figura 29. Representació de la progressió a Europa dels enterobacteris productors de la carbapenemasa OXA-48 al 2013(A) i entre el 

2014 i el 2015 (B) )  Observem  la progressió cap la zona Nord d’Europa, com la situación endémica a Turquía (país d’origen) i l’augment en 

països com és el cas d’Espanya, França. 

Al Sultanat d’Oman entre els anys 2010 i 2011 es va identificar dues soques, de les ST753 i ST754, 

que a més tenien altres betalactamases associades, en el cas de la soca de la ST753 la TEM-1, i en el 

cas de la ST754 la TEM-1, OXA-1 i CTX-M-14. El gen blaOXA-48 es trobava en un plasmidi IncL/M de 62 

Kb, en l’interior del Tn1999328.  

A Kuwait es va identificar una soca a l’any 2011, era una soca pertanyent a la ST743 i sensible a les 

cefalosporines d’espectre ampliat, a les quinolones i als aminoglicòsids. La soca a més tenia la 

betalactamasa SHV-28 associada. El gen blaOXA-48 es trobava en un plasmidi IncL/M de 62 Kb, en 

l’interior del Tn1999373.  

A Algèria es va aïllar una soca d’un pacient de 18 mesos d’edat amb leucèmia. La soca pertanyia a la 

ST307 i era sensible al cotrimoxazol, als aminoglicòsids, el cloranfenicol, la colistina i la tigeciclina. El 

plasmidi que vehiculava el gen blaOXA-48 era d’una mida de 70 Kb. Posteriorment, al any 2014, es va 

declarar un brot a l’UCI del University Hospital Benahib a Constantin (Algèria); on es van veure 

afectats tres pacients. La soca que es va aïllar dels pacients era de la ST1853 (una Single Locus Variant 

(SLV) de la ST13) i tenia altres betalactamases associades: CTX-M-15 i SHV-11. El gen blaOXA-48 es va 

situar en un plasmidi IncL/M de 62 Kb. El tractament rebut va variar un cop es va identificar aquesta 

soca, inicilament era amb imipenem (en 2 dels pacients) i posteriorment es va canviar per un 

tractament combinat d’amicacina amb colistina374,375. 

 Al Marroc, concretament al Ibu Roch University Hospital de Casablanca, a l’any 2011, de 166 soques 

de K. pneumoniae es van identificar nou que eren productores de l’OXA-48. Els aïllats, pertanyien a 

quatre clons diferents i tenien altres betalactamases associades: CTX-M-15(77,7%), TEM-1(77,7%), 
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SHV-1(88,8%), OXA-1(55,5%) i SHV-28(11,1%). El gen blaOXA-48 es trobava en un plasmidi IncL/M de 62 

Kb, en l’interior del Tn1999. Posteriorment a l’any 2012 es va identificar en un cas esporàdic, un 

pacient de 49 anys. Era una soca sensible a l’amicacina, la colistina i la fosfomicina. Aquesta soca era 

portadora de 3 carbapenemases: OXA-48, NDM-1 i VIM-1. I a més tenia altres betalactamases 

associades: CTX-M-15, TEM-1, SHV-1 i OXA-1376,377.  

A l’Arabia Saudi (Riyah), a l’any 2011, es van identificar 47 soques productores de l’OXA-48.  El 25% 

eren colonitzacions (origen rectal). El 95,7% eren sensibles a l’amicacina, el 70,2% al cotrimoxazol i el 

68% a la gentamicina. A més tenien altres betalactamases associades: CTX-M-15(63,8%), TEM-1(34%) 

i SHV-tipus(68%)378.  

A Sud-Àfrica (Johannesbrug), entre els anys 2011 i 2012, es van identificar quatre soques en quatre 

pacients, 50% homes i amb una edat mitja de 33 anys. El primer cas procedia d’Egipte. El 50% rebien 

tractament antibiòtic combinat: colistina amb un altre antibiòtic (meropenem o tigeciclina). A més 

tenien altres betalactamases associades: CTX-M-15(100%), TEM-1(75%) i SHV-1 (100%)379.  

Als EUA es va identificar el primer cas a l‘any 2012, en una dona de 55 anys que havia estat 

transferida des de un hospital de Riyadh (Aràbia Saudi) amb cirrosis i hepatitis C. La soca pertanyia a 

la ST199, i tenia altres betalactamases associades: CTX-M-9, TEM i SHV-tipus. El gen blaOXA-48 es va 

localitzar en un plasmidi IncL/M380.  

Al Japó es va identificar a l’any 2012 en un pacient provinent del Sudest asiàtic de 60 anys. A més 

tenia una altra betalactamasa associada: CTX-M-1381.  

A Israel (Jerusalem) a l’any 2012 es  van proclamar un brot en l’UCI de neonats del Makassed Hospital 

i es van aïllar 29 soques. Pertanyien a la ST39 i tenien altres betalactamases associades: CTX-M-15, 

TEM-1 i SHV-1. El gen blaOXA-48 es va localitzar en un plasmidi IncL/M382. 

Així doncs podem observar com de manera progressiva des de l’any 2001 la carbapenemasa OXA-48, 

especialment produïda per la K. pneumoniae ha anat difont-se i extenent-se per tot el món. 
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- Determinar el percentatge de soques de Klebsiella pneumoniae productora de la 

carbapenemasa OXA-48 en 12 hospitals de Catalunya. 

- Descriure l'epidemiologia i filogènia de les soques de Klebsiella pneumoniae productora 

d’OXA-48 a Catalunya. 

- Determinar els elements genètics mòbils implicats en la possible difusió de la betalactamasa 

OXA-48 i les betalactamases associades a aquesta carbapenemasa. 

- Determinar els mecanismes de resistència a quinolones i aminoglicòsids presents en les 

soques de Klebsiella pneumoniae productora de la carbapenemasa OXA-48. 

- Avaluar la presència d‘altres mecanismes de resistència que expliquin les diferències en la 

sensibilitat als betalactàmics en soques portadores dels mateixos gens bla. 

- Avaluar l’ús de la seqüenciació massiva en la caracterització de soques multiresistents tan a 

nivell epidemiològic com de mecanismes de resistència.  
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3.1 Característiques de l’estudi 

Els protocols i mètodes utilitzats en aquest estudi estan detallats en els annexos. En aquest apartat 

he volgut redactar el quan i el perquè he utilitzat aquests mètodes. 

Per a realitzar aquest estudi es va comptar amb la col·laboració de 12 hospitals de Catalunya que 

atenen una població global de 5.000.000 d’habitants. Cada centre participant va seleccionar les 

soques de K. pneumoniae. Les soques seleccionades havien de presentar un patró de sensibilitat als 

antibiòtics betalactàmics diferent al natural per poder estar segurs que incloíem totes les soques 

portadores de la betalactamasa OXA-48, objectiu d’estudi del present treball (Figura 30). A les soques 

seleccionades se’ls hi va realitzar el Test de Hodge modificat (THM) per poder evidenciar la presència 

de qualsevol enzim amb activitat enfront els carbapenèmics. Aquelles soques amb el resultat del 

THM positiu o positiu feble, es va determinar la presència del gen blaOXA-48 mitjançant PCR. La 

col·lecció de soques es va arxivar a -20 ºC i a -80 ºC per als posteriors estudis. 

 

Figura 30. Esquema dels procediments realitzats en el nostre estudi. Soques productores de la carbapenemasa OXA-48 

(A), Soques seleccionades en funció del pulsotip i subtipus observats en el PFGE (B), Soques seleccionades en funció del 

subtipus i del patró de sensibilitat (C). 

Posteriorment es va procedir a realitzar, en les soques de K. pneumoniae productores d’OXA-48, 

estudis epidemiològics i filogenètics, mitjançant  PFGE,  MLST i MLST+, per tal de descriure la possible 

difusió d’un clona. També, es van caracteritzar els diferents mecanismes de resistència a d’altres 

famílies d’antimicrobians no betalactàmics, com els aminoglicòsids i les quinolones, donat que en 

general les soques productores d’OXA-48 presenten multiresistència a diferents antimicrobians. 
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Per altra banda, s’han estudiat els elements genètics responsables de la possible difusió horitzontal 

del gen de l’OXA-48 en K. pneumoniae, caracteritzant-se els plasmidis responsables de la difusió del 

gen blaOXA-48 , així com el seu entorn.  

3.2.  Àmbit de l’estudi 

Tal com s’ha comentat, per a realitzar aquest estudi es va comptar amb la col·laboració d’11 hospitals 

Comarcals de Catalunya: Hospital Municipal de Badalona (HMB), Hospital de Barcelona (HB), Hospital 

de Calella (HC), Hospital General de Granollers (HGG), Hospital General de Catalunya a Sant Cugat del 

Vallès (HGC), Hospital General de L’Hospitalet (HGH), Hospital Sant Joan de Déu a Manresa (HSJDD), 

Hospital de Martorell (HMLL), Hospital de Mataró (HM), Hospital General de Vic (HGV) i l’Hospital 

Universitari de Sant Joan de Reus (HUSJR). 

La població que atenen aquests 11 hospitals, més la que atén l’Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, 

sumen aproximadament 5.000.000 d’habitants. Cadascun d’aquests centres es va encarregar de la 

recollida de  les soques així com de les dades clínico-epidemiològiques dels pacients. Les soques de K. 

pneumoniae que s’inclogueren a l’estudi foren aquelles que presentaren un fenotip de sensibilitat als 

betalactàmics diferent al natural o salvatge. És a dir, es varen incloure totes les soques que 

presentaren resistència a d’altres betalactàmics a més de l’ampicil·lina. La recollida de les soques es 

va realitzar de gener a desembre del 2012.  

3.3. Identificació dels aïllats clínics de Klebsiella pneumoniae 

La identificació bacteriana es va realitzar a cadascun dels diferents laboratoris participants mitjançant 

proves metabòliques (manual i/o  comercialitzada i automatitzada). 

A les proves manuals es van testar les següents característiques fisico-químiques: fermentació de la 

glucosa (amb o sense producció de gas), fermentació de la lactosa, producció d’àcid sulfhídric, test de 

Voges-Proskauer, creixement en citrat de Simmons, producció de DNasa, ús de la descarboxilasa 

(lisina i ornitina), producció d’indol a partir del triptòfan i producció de fenilalanina desaminasa. Per a 

la realització i interpretació d’aquestes proves es va seguir la metodologia prèviament descrita3. 

Els sistemes comercialitzats comptaven amb el seu suport informàtic que permet una lectura 

automatitzada. Els que es van utilitzar van ser el Vitek 2 (bioMérieux-Vitek, Hazelwood, Montana; 

EEUU) i el MicroScan (Dade Behring MicroScan, West Sacramento, CA, EEUU). 

3.4. Estudis de sensibilitat  als antimicrobians 

Els estudis de sensibilitat es van realitzar en dues fases. En la primera fase s’avaluaren les dades de 

sensibilitat als betalactàmics. Es feu a totes les soques aïllades durant el període d’estudi i s’inclogué 

dins la rutina de cada laboratori. Els diferents hospitals comarcals ho feren mitjançant els dos 

mètodes automatitzats citats anteriorment, mentre que a l’Hospital de la Santa Creu i Sant Pau 

(HSCSP) utilitzàrem el mètode de disc-difusió amb lectura automatitzada pel sistema SirScan (i2a, 

Perols Cedex, France).  
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La segona fase, es feu només en les soques de K. pneumoniae productores d’OXA-48 per tal 

d’estudiar la resistència a les altres famílies d’antimicrobians no betalactàmics. En aquesta fase 

s’utilitzà només la tècnica de disc-difusió. 

El mètode de disc-difusió es realitzà seguint el protocol descrit pel CLSI (Clinical and Laboratory 

Standards Institute) en plaques d’agar Mueller Hinton (bioMérieux España S.A., Madrid, 

Espanya)272,273 i amb pastilles d’antimicrobians Neo-Sensitabs (Rosco Diagnostica S/A, Taastrup, 

Denmark). S’estudià la sensibilitat als següents antimicrobians: ampicil·lina (10 µg), piperacil·lina (100 

µg), cefalotina (30 µg), cefuroxima (30 µg), cefoxitina (30 µg), cefotaxima (30 µg), ceftazidima (30 µg), 

cefepime (30 µg), aztreonam (30 µg), imipenem (10 µg),  amoxicil·lina-àcid clavulànic (20+10 µg), 

piperacil·lina-tazobactam (100+10 µg), àcid nalidíxic (30 µg), ciprofloxacina (5 µg), sulfonamides (240 

µg), trimetoprim (5 µg), trimetoprim-sulfametoxazol (25+23,75 µg), cloranfenicol (30 µg), tetraciclina 

(30 µg), gentamicina (1 0µg), kanamicina (30 µg), tobramicina (10 µg), amicacina (30 µg), netilmicina 

(10 µg), neomicina (10 µg) i estreptomicina (10 µg). Transcorregudes entre 18 i 24 hores d’incubació 

a 37 ºC es van llegir pel mètode automatitzat i es varen interpretar els halos d’inhibició seguint els 

criteris del CLSI272,273, excepte per a la neomicina on no hi ha establert cap punt de tall estandarditzat.  

3.5. Test de Hodge modificat 

Els aïllats de K. pneumoniae amb un fenotip de sensibilitat als betalactàmics diferent al natural o 

salvatge se’ls hi feu el Test de Hodge modificat seguint el protocol del Center of disease control and 

prevention383 (Annex II).  

Amb aquest test es posa en evidència la producció de carbapenemases que hidrolitzen l’antibiòtic 

carbapenèmic, al permetre el creixement de la soca indicadora d’E. coli sensible als carbapenèmics 

(Figura 31). 

  

Figura 31. Test de Hodge modificat. Control positiu, K. pneumoniae ATCC BAA 1705 productora de la carbapenemasa KPC 

(A), Aïllat clínic amb resultat positiu (B) i Control negatiu, K. pneumoniae ATCC BAA 1706 (C). 
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3.6. Amplificació (PCR) i seqüenciació dels gens de resistència 

El protocol i detall de la tècnica es pot trobar en l’annex III. 

En el total de soques positives pel THM es determinà per PCR: 

- La presència de la carbapenemasa OXA-48. En aquelles soques que no amplificaren per a blaOXA-48 es 

descartà la presència d’altres carbapenemases conegudes: blaVIM, blaSPM, blaIMP, blaGIM, blaSME, blaNMC, 

blaKPC, blaIMI, i blaGES.  

- La presència de les següents betalactamases per explicar tant el patró de resistència a 

betalactàmics observat, com per explicar quins enzims donaven un fals positiu en el THM: 

 Betalactamases d’ampli espectre i d’espectre ampliat (BLEA): blaTEM, blaSHV, blaCTX-M. 

 Betalactamases  tipus AmpC: blaACC, blaCIT, blaDHA, blaEBC, blaFOX, i blaMOX.. 

En el total de soques portadores de blaOXA-48 es va estudiar per PCR: 

 Els determinants plasmídics de resistència a quinolones (PMQR): qnrA, qnrB, qnrS i qepA. 

 Gens de resistència a aminoglicòsids: ant(2’)-Ia, aac(3’)-IIa, aac(6’)-IId, aac(3‘)-IVa, aac(2’)-Ia, 

aac(3’)-Ia, aac(3’)-Ib, ant(4’’)-IIa, aac(6’)-Ia, aac(6’)-Ib i aac(6’)-Ic. 

3.7. Recollida de dades clíniques 

Un cop havíem detectat la presència de la carbapenemasa OXA-48 en una soca, l’hospital on s’havia 

aïllat la soca productora s’encarregà de recollir les següents dades epidemiològiques: centre 

hospitalari, identificació de la soca , data d’aïllament, sexe del pacient, edat del pacient, tipus de 

mostra, diagnòstic, tractament previ i tractament específic per a la infecció per a K.  pneumoniae.   

El present estudi va ser avaluat pel Comitè d’Investigació Clínica de l’Hospital de la Santa Creu i Sant 

Pau (IIBSP-OXA-2013-1). 

3.8.  Electroforesi en gels de camp polsant (PFGE) 

La tècnica utilitzada per a estudiar la relació epidemiològica a nivell molecular entre les 85 soques de 

K. pneumoniae productores d’OXA-48 va ser la macroresticció genòmica i separació de fragments per 

electroforesi en gel de camp pulsant (Pulsed field gel electrophoresis: PFGE). 

 La metodologia emprada està detallada a l’annex IV  i representada esquemàticament a la figura 32.  

Aquesta tècnica permet establir relacions epidemiològiques entre els aïllats i d’aquesta manera  

poder determinar si procedeixen d’un ancestre comú o no233,303,384,385. Per a determinar la relació 

epidemiològica entre soques s’utilitzen els criteris definits per Tenover et al. (1995)385. Aquests 

criteris permeten distingir quatre categories a partir del nombre de diferències de fragments 

comparant amb la soca del brot: idèntiques (cap diferència); estretament relacionades (de 2 a 3 

diferències); possiblement relacionades (de 4 a 6 diferències) i no relacionades (7 o més diferències).  
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Figura 32. Esquema del protocol de PFGE amb digestió amb l’enzim de restricció XbaI. 

La comparació dels patrons de bandes es va realitzar mitjançant el software BioNumerics (Applied 

Maths, Kortrijk, Bélgica). La relació es va calcular mitjançant el mètode UPGMA, on la semblança 

entre bandes es va determinar utilitzant el coeficient de Dice (SD) amb un valor d’optimització del 2% 

i un de tolerància de l’1%. 

3.9.  MultiLocus Sequence Typing (MLST) 

L’anàlisi filogenètica es va realitzar per la tècnica del MLST (MultiLocus Sequence Typing)386,387. 

Aquesta tècnica, en el cas de K. pneumoniae, es basa en l’estudi de les regions internes de 7 gens 

conservats (housekeeping): gapA, infB, mdh, pgi, phoE, rpoB i tonB386,387. El protocol de la tècnica i 

l’obtenció de la seqüència tipus (ST)  estan accessibles a la web de MLST de l’Institut Pasteur a Paris, 

França (http://bigsdb.web.pasteur.fr/Klebsiella/Klebsiella.html). La tècnica del MLST consta d’una 

amplificació per PCR (iniciadors establerts per la base de dades del MLST) per amplificar la regió 

interna de cada un dels 7 gens housekeeping. Posteriorment es purifiquen els amplificats, es 

quantifica el DNA purificat, i es seqüencia.  Les seqüències obtingudes s’introdueixen a la base de 

dades citada en el paràgraf anterior, des d’on et defineixen el número de seqüència tipus (ST) 

obtingut.  

Els iniciadors utilitzats, les condicions d’amplificació es detallen en l’annex III. Per a la seqüenciació 

dels productes de PCR, es realitza utilitzant els mateixos iniciadors que per a la PCR de MLST, excepte 

en el producte de l’amplificació dels gens infB i pgi (Annex III). Un cop revisades totes les seqüències, 



Marc Argente Viñals 

76 Material i Mètodes 

 

aquestes s’introdueixen a la web del MLST (http://bigsdb.web.pasteur.fr/perl/bigsdb/ 

bigsdb.pl?db=pubmlst_Klebsiella_seqdef_public) per ser comparades amb la base de dades a 

(http://bigsdb.web.pasteur.fr/perl/bigsdb/bigsdb.pl?db=pubmlst_Klebsiella_seqdef_public&page=ba

tchSequenceQuery) i obtenir l’al·lel al qual corresponen.  

Un cop obtingut els 7 al·lels dels 7 gens  podem  determinar La ST. Si es donés el cas que hi ha alguna 

seqüència que dóna un al·lel que no està inclòs en cap ST de la base de dades, s’envia un correu 

electrònic amb la informació de la soca i les seqüències de tots els gens a  

KlebsiellaMLST@pasteur.fr.  

3.10.  Caracterització plasmídica 

La caracterització plasmídica es basa en la determinació del grup d’incompatibilitat del plasmidi i la 

determinació de la seva mida. 

A. Detecció dels grups d’incompatibilitat (Inc) dels plasmidis presents a les soques: 

Els grups Inc dels plasmidis trobats en les soques de K. pneumoniae productores d’OXA-48 es van 

determinar mitjançant la tipificació del replicó per PCR, la PBRT (Plasmid based Replicon 

Typing)208,210–212. Aquesta tècnica permet identificar de forma específica els 23 grups Incs descrits fins 

el moment. 

La PBRT consisteix en 5 PCR múltiples on en cada una s’identifiquen 3 grups Inc ((1)HI1, I1, HI2, (2) X, 

L/M, N, (3) FIA, FIB, N, (4) P, Y, FIC i (5) A/C, T, FIIs),  i 6 PCR simples (K, B/O, F, U, R, ColE). La manera 

com es feren les PCR es pot consultar a l’annex III. 

Tanmateix, Poirel et al.348 van descriure que el gen blaOXA-48 es trobava en plasmidis del grup 

d’incompatibilitat IncL/M però amb  variacions en la seqüència nucleotídica del gen excA, just on hi 

ha localitzat l’iniciador forward que s’usa en la PBRT per amplificar la regió rep dels plasmidis L/M. 

Per això es va dissenyar un nou iniciador forward en una regió més conservada (Annex III). 

Posteriorment, vàrem aplicar els nous iniciadors descrits per Carattoli et al. 359 quan va optimitzar la 

tècnica de PBRT per tal de diferenciar entre els plasmidis IncL i IncM. 

 

B. Determinació  del plasmidi portador del gen blaOXA-48 (PFGE-S1) 

 

Per a poder determinar quin es el plamidi que porta el gen, s’utilitza la matriu d’un gel d’agarosa amb 

una electroforesi en camp pulsant (PFGE). Tanmateix, com que els plasmidis es presenten com a ADN 

circular superenrotllat i, per tant, es desplacen més lentament que el marcador de pes molecular, és 

necessari utilitzar l’endonucleasa S1 per a la seva  linealització (PFGE-S1) i determinació del tamany. 

 

La metodologia emprada per als estudis de linealització de l’ADN plasmídic i separació per PFGE 

estan detallats en l’annex IV.  

 

Els gels de PFGE-S1 són transferits a una membrana de nylon per mitjà de la tècnica de Southern Blot 

que posteriorment serà hibridada amb sondes marcades tant dels gens de resistència com dels grups 
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d’incompatibilitat. El protocol en detall està descrit en l’annex V i representada esquemàticament a 

la Figura 33. 

 

 

Figura 33. Esquema de la realització del Southern Blot. 
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3.11.  Estudis de transferència plasmídica. Conjugació. 

 

L’objectiu d’aquest estudi era determinar la transferibilitat dels plasmidis  portadors de l’OXA-48. Per 

a l’estudi s’agafaren 11 soques representatives de cada pulsotip. 

 

La metodologia emprada per als estudis de transferència plasmídica estan detallats en l’annex VI  i 

representats esquemàticament a la figura 34. 

 

 
Figura 34. Esquema de la realització de la conjugació bacteriana. 

 

3.12.  Caracterització de l’entorn genètic del gen blaOXA-48 

 

Per a determinar si el gen blaOXA-48 es trobava en el Tn1999 o en el Tn1999.2 es van realitzar diferents 

PCR en les 85 soques portadores del  gen. Per a la seva realització es van utilitzar iniciadors ja descrits 

en la bibliografia (Figura 35)349,350,354.  

 

El protocol complert està descrit en l’annex III. 

A partir dels resultats de PCR  es van seleccionar soques en funció del subtipus i es van seqüenciar els 

productes de PCR (Annex III). La seqüència nucleotídica dels entorns es va  introduïr a la base de 

dades del Genbank (Nombre d’Accés del Genbank:  KT265173, KT265174, KT265175, KT265176, 

KT265177, KT265178, KT265179, KT265180, KT265181, KT265182, KT265183). 
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Figura 35. Esquema dels iniciadors emprats per a l’estudi dels entorns del gen blaOXA-48 (Annex III)

348,350,354
. L’única 

diferència entre Tn1999 i Tn1999.2 és la inserció de la seqüència d’inserció IS1R en l’extrem 5’ de la IS1999 en el Tn1999.2. 

En aquest punt és on van variar els iniciadors, la resta eren els mateixos per als dos entorns. 

 

3.13.  Estudis de sobreexpressió de la bomba d’expulsió AcrAB 

 

Com a conseqüència que diferents soques de K. pneumoniae amb la mateixa ST i el mateix subtipus 

de PFGE, presentaren diferents patrons de sensibilitat enfront els betalactàmics , tot i presentar els 

mateixos gens bla, es va decidir estudiar altres mecanismes de resistència no enzimàtics, que podrien 

explicar aquesta diferència. El més descrit  és l’alteració en l’expressió de les bombes d’expulsió, en 

concret la bomba AcrAB.  

  

La bomba d’expulsió AcrAB té afinitat per certs compostos62,388, com els antibiòtics betalactàmics, la 

tigeciclina o el bromur d’Etidi (BrEt). El BrEt és una substància que quan s’intercala entre dues 

cadenes d’ADN i és estimulada amb la llum ultraviolada produeix fluorescència. Utilitzant aquesta 

propietat es va voler observar si entre aquestes soques amb un mateix ST i/o subpulsotip, però amb 

diferent perfil de resistència, hi havia diferències en l’accumulació del BrEt. La presència de la 

sobreexpressió de la bomba d’expulsió AcrAB es demostraria determinant si hi havia una major 

expulsió d’aquest compost a l’exterior de la cèl·lula bacteriana.  

 

Els detalls de la metodologia emprada es poden trobar en l’annex VII. 

 

Per altra banda, en dues soques es va quantificar l’expressió del gen estructural acrB (que codifica la 

subunitat AcrB de la bomba d’expulsió AcrAB) mitjançant la tècnica de qRT-PCR (Annex VII).  És una 

tècnica que es basa en la quantificació relativa de l'expressió del gen a estudiar en relació a 

l’expressió d’un gen conservat (housekeeping). En aquest cas el gen housekeeping escollit va ser el 
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gen gapA (que codifica l'enzim gliceraldehid-3-fosfat)389. En aquesta tècnica es treballa amb l’ADN 

complementari(ADNc) obtingut per retrotranscripció (RT) de l’ARN missatger. A partir del ADNc  

férem una PCR en temps real utilitzant  com a fluoròfor el SYBR-Green. 

 

3.14.  Seqüenciació massiva (WGS) 

Les tècniques de seqüenciació de nova generació (NGS) estan provocant una revolució en l’estudi de 

l'epidemiologia molecular bacteriana, ja que és possible la seqüenciació de tot el genoma (Whole 

Genome Sequencing - WGS) d'un elevat nombre de soques, en un únic instrument de seqüenciació i 

en pocs dies. La WGS presenta dues avantatges: és útil en la descripció i resolució de brots locals 

(podent substituir la tècnica del camp pulsant), així com pot descriure els esdeveniments evolutius 

(cgMLST o MLST+) substituint el clàssic MLST. Permet a més, descriure quins factors de virulència, 

gens de resistència a antibiòtics o plasmidis ja descrits estan presents. 

En funció dels resultats previs obtinguts mitjançant PFGE, MLST i perfil de resistències es van 

seleccionar 37 soques, representatives de la ST101 (subpulsotip A1, A2 i A3, n = 3), ST17 (B, n = 1), 

ST1233 (C, n =1), ST14 (D, n = 1) i ST405 (E1 a E18, n = 31). 

Per a l’obtenció del cgMLST hem fet la seqüenciació massiva (WGS) amb Mi Seq (Illumina) i l’anàlisi 

de la qualitat de les seqüències amb BaseSpace i CLC Genomics Workbench. Un cop obtingudes i 

analitzades les seqüències s’introduïren al software SeqSphere+ (http://www.ridom.de/seqsphere/ ) 

qui ens confeccionà els resultats del cgMLST. Aquesta part de l’estudi va ser realitzada a la University 

Medical Center Groningen (UMCG) sota la direcció del  Prof. Alex Friederich, amb la col·laboració de 

la Dra. Elisenda Miró.  

A. Seqüenciació massiva (WGS) 

Per a la tècnica del Whole-genome sequencing cal l’extracció d’ADN, preparació d’una llibreria 

genòmica i posterior amplificació dels fragments, la seqüenciació pròpiament dita i, finalment 

l’anàlisi i neteja de les seqüències obtingudes per a l’acoblament.   

Obtenció de l’ADN 

Es va realitzar mitjançant el kit Ultraclean Microbia DNA Isolation (Mo-Bio Laboratories Inc#12224-

250) a partir d’un cultiu de nit en medi líquid de LB a 37 ºC.  La quantificació de l’ADN es va realitzar 

amb el kit Qubit® dsDNA BR Assay (Life Technologies) utilitzant el fluoròmetre Qubit®(Life 

Technologies). Sent 20 µg /µl la concentració mínima d’ADN necessària per a la seqüenciació. .  

La metodologia emprada tant per a l’extracció d’ADN, com per a la preparació de la llibreria 

genòmica estan detallats en l’annex VIII. 
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Preparació de la llibreria genòmica 

Les llibreries genòmiques de les 37 soques es van obtenir mitjançant el kit Nextera XT Sample Prep 

(Illumina, San Diego, USA). Aquest mètode es basa en l’ús d’una tècnica enzimàtica, la tagmentació, 

que evita el trencament físic de l’ADN genòmic, utilitzant un transposoma que simultàniament 

fragmenta i etiqueta (mitjançant els índexs) els extrems dels fragments, resultant fragments de mida 

coneguda (Figura 36). És el que es coneix amb el nom de paired-end. Aquest entallat facilita als 

softwares el posterior anàlisi de les seqüències essent més senzill d’ordenar-les (fer-ne 

l’acoblament). 

 

 

Figura 36. Preparació llibreria genòmica (Nextera XT Sample Prep). Nextera XT transposoma amb els adaptadors que es 

combinen amb l’ADN (A), Tagmentació dels fragment i addició d’adaptadors (B), PCR de cicles limitats per afegir seqüències 

d’iniciadors de seqüència i seqüències índex (C). 
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Figura 37. Esquema del protocol de treball de Nextera XT. Tagmentació, PCR index, PCR cleanup, Normalització de la 

llibreria i el Pooling. 

1. Tagmentació: Durant aquesta etapa, l'ADN és tagmentat (etiquetat i fragmentat) pel  

transposoma de Nextera XT. El transposoma Nextera XT fragmenta simultàniament l'ADN  i li 

afegeix seqüències adaptadores als extrems, el que permet l'amplificació per PCR en els passos 

subsegüents (Figura 37). 

2. PCR Index: En aquest pas, l'ADN tagmentat s'amplifica a través d'un programa de PCR de cicle 

limitat.  En la PCR s’afegeix índex 1 (i7) i l'índex 2 (i5).  És  fonamental  utilitzar la quantitat total 

d'ADN  recomanada i no afegir cicles addicionals a la PCR per assegurar biblioteques que 

produeixin uns resultats de la seqüenciació d'alta qualitat. La combinació dels iniciadors 

específics i7 i i5 per a cada mostra es determina durant la configuració de l'experiment amb  el 

gestor  d’experiment de Illumina. 
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3. PCR cleanup: Aquest pas utilitza perles de AMPure XP per purificar l'ADN de la llibreria genòmica 

amplificada, seleccionant els fragments de la mida desitjada i  eliminant fragments de menor 

tamany.  

4. Normalització de les llibreries: Ens assegurem que cada llibreria de cada mostra té la mateixa 

quantitat i qualitat. 

5. Library pool: Des de les diferents llibreries obtingudes se’n crea una d‘única que serà la que es 

carregarà en el seqüenciador.  

Seqüenciació massiva 

Les reaccions de seqüenciació es van dur a terme mitjançant el seqüenciador Illumina MiSeq, usant el 

kit de reactius MiSeq (Illumina, San Diego, USA). 

Acoblament 

El resultats de la seqüenciació es van netejar, utilitzant el software BaseSpace (Illumina, San Diego, 

USA). Amb aquest software s’ordenen les seqüències per mostra, és a dir, s’ajunten totes les 

seqüències amb el mateix índex.  

 A més, amb el software BaseSpace es pot analitzar la qualitat de les seqüències (BaseSpace User 

Guide, Illumina) mitjançant els “Workflow Graphs”. En el nostre cas varem exigir un low percentage 

(percentatge de fases, prefases i mismatch) menors al 0,3%, un high percentage (alineaments) 

superior al 98% i un QC score (qualitat de lectura de cada una de les bases) d’aproximadament 40%. 

Per altra banda, amb el BaseSpace tenim la possibilitat de descarregar les dades com un paquet, de 

manera individual, o com un grup d’arxius FASTQ. L'arxiu FASTQ és un arxiu de format de text 

utilitzat per representar seqüències. Cada registre té de quatre línies:  un identificador, la seqüència, 

+, i les puntuacions de qualitat. D’aquesta manera si es vol treballar amb qualsevol altra software no 

només tenim la seqüència lineal sinó també la qualitat de les seqüències. 

Un cop acceptada la qualitat de les seqüències, procedirem a l’acoblament de les seqüències 

utilitzant el software de CLC Genomics Workbench (Http://www.clcbio.com/products/clc-genomics-

workbench/).  

Per això cal prèviament passar les seqüències de format FASTQ a FASTA (Annex VIII). 

1) A partir de les seqüencies FASTA, es fa el trimming que consisteixen descartar aquelles 

seqüències que no tinguin una mida mínima de 150 bases (recordem que és la mida mínima dels 

fragments que es creen en les llibreries obtingudes amb Nextera XT) i acceptar aquelles 

seqüències amb un màxim de dues ambigüitats. Un cop feta la selecció, el software acobla les 

seqüències. 
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B. cgMLST o MLST+  

La relació filogenètica entre les soques a partir de la WGS s’establí amb el software SeqSphere+ 

(RIDOM GmbH). Aquest software s’ha dissenyat per a la investigació i la vigilància de brots a partir de 

les dades obtingudes amb les tècniques de seqüenciació de nova generació (NGS) perquè inclou 

totes les eines que es necessiten per a fer la tipificació bacteriana.  

Per a establir el cgMLST entre les 37 soques de K. pneumoniae seleccionades vàrem seguir els 

següents passos:  

1. Escollir una soca de referència. Es pot fer utilitzant la base de dades de seqüències genòmiques 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/) (Figura 38) o fent un estudi preliminar amb soques pròpies. En 

aquest estudi s’utilitzà com a genoma de referència la soca de K. pneumoniae NTUH-K2044. 

L’elecció de la soca K. pneumoniae NTUH-K2044 és fruit d’estudis anteriors realitzats pel Prof. Alex 

Friederich (UMCG Groningen) que conclouen que el genoma d’aquesta soca és el més consensuat 

respecte un nombre considerable de K. pneumoniae estudiades. A més, era el genoma que més 

gens tenia nomenats, és a dir que a part de conèixer la seqüència del gen  es coneix la seva funció.  

 

Figura 38. Dendrograma dels genomes de diferents Klebsiella pneumoniae. La NTUH-K2044 està remarcada. 
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2. Comparar les nostres seqüències amb la de referència. De la matriu de comparacions resultant 

per a establir la relació filogenètica varem eliminar:  

a. Aquelles seqüències on no s’havia trobat cap gen en comú. 

b. Aquelles seqüències on no hi havia seqüència consens. 

c. Aquelles seqüències idèntiques.  

 

C. Center for genomic Epidemiology 

Al Center for Genomic Epidemiology (http://www.genomicepidemiology.org) hi han una sèrie 

d’eines, de les quals es van utilitzar les següents: 

1. PlasmidFinder (https://cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder/): Aquesta eina es basa en una 

base de dades de replicons de plasmidis destinats a la identificació dels plasmidis en les 

seqüències de tot el genomes d'espècies d'Enterobacteriaceae, utilitzant des de direct high-

throughput raw reads, contigs acoblats i seqüències Sanger acoblades, és a dir, diferents 

resultats de seqüenciació de diferents formes de seqüenciació. El PlasmidFinder no només 

proporciona la detecció de replicons en els WGS sinó també assigna els plasmidis en estudi de 

llinatges que es remunten a la informació al coneixement existent sobre els grups Inc i suggereix 

possibles plasmidis de referència per a cada llinatge215,390. 

2. ResFinder (https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/): Aquesta eina es basa en una base de 

dades de gens de resistència (aminoglicòsids, betalactàmics, colistina, fosfomicina, àc. fusídic, 

macròlids-lincosamides, nitroimidazol, oxazolidona, phenicol, fluoroquinolones, rifampicina, 

sulfonamina, tetraciclina, trimetoprim i glicopeptids), mutacions que causen resistència (p.e. 

mutacions en gens housekeeping), de tots els gens descrits. No és únicament per 

Enterobacteriace.  Se li pot introduir seqüències curtes com un genoma complet o parcial pre-

acoblat. ResFinder dóna l'opció d'executar l'entrada davant d'una o diverses classes 

d'antimicrobians de forma simultània, i utilitza BLAST per identificar els gens de resistència 

adquirits. És possible buscar gens amb una homologia desitjada (80-100%)391. 

 

Les seqüències acoblades es van introduir en aquestes dues eines i es va obtenir un perfil de 

plasmidis identificats i de gens de resistència, amb un percentatge d’homologia respecte la seqüència 

introduïda. 

Tal com havia descrit Carattoli et al. al 2015359, les diferències en les seqüències dels gens excA, traX i 

traY, permetien diferenciar entre plasmidis IncL i IncM; per aquesta raó es van cercar aquestes 

seqüències en les 37 soques a les que se’ls havia realitzat la seqüenciació massiva, utilitzant com a 

referència les seqüències del  plasmidi pOXA-48 (JN626286) i es van comparar per a determinar quin 

plasmidi era el portador del gen blaOXA-48. 

D. Estudi de les porines i de les topoisomerases de K. pneumoniae 

Una de les possibles causes que poden explicar els diferents patrons de sensibilitat als antibiòtics 

betalactàmics de soques d’un mateix ST i amb els mateixos gens bla és la presència d’alteracions en 

la permeabilitat o mutacions en les topoisomerases. Aprofitant la WGS es va buscar si hi havia alguna 

alteració en els gens ompK36, ompK35, ompK37, ompK26, lamB i phoE que pogués explicar la 

discrepància.  



Marc Argente Viñals 

86 Material i Mètodes 

 

Es van cercar les seqüències de les ompK26, ompK35, ompK36,  ompK37, lamB i phoE de la soca de K. 

pneumoniae ATCC 13883 (KN046818.1) (soca sensible utilitzada en varis estudis per comparar perfil 

de porines) i la soca K. pneumoniae MGH78578 (CP000647.1) (soca  que no produeix OmpK35).  

Obtingudes les seqüències  que utilitzaríem de referència, es va procedir  a introduir-les en el CLC 

Genomics Workbench (Http://www.clcbio.com/products/clc-genomics-workbench/) fent un BLAST 

d’aquestes seqüències de referència amb les de seqüències completes de les 37 soques d’estudi. 

Un cop obtingudes les seqüències nucleotídiques de les 37 soques identificades com homòlogues de 

les seqüències de les soques control, es van alinear mitjançant el software de MultAlin 

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) per observar els canvis nucleotídics que podrien 

ocasionar canvis en la seqüència aminoacídica. La seqüència aminoacídica es va obtenir  amb el 

software Expasy (http://web.expasy.org/translate/). Els canvis observats en les seqüències es van 

analitzar introduïnt-les en el nBLAST i pBLAST, respectivament. Quan l’alineament no fou possible, i 

en el cas concret de la OmpK3638, es descartà la presència dins del gen de la porina d’una seqüència 

d’inserció per mitjà del IsFinder (www-is.biotoul.fr), comparant-ho també amb les seqüències 

d’altres soques utilitzades en estudis semblants, com : K. pneumoniae NTUH-K2044, HS0824168 

(JX310550/AFR33746.1), HS092187 (JX310552/AFR33748.1), HS08763 (JX310557/AFR33753.1), 

HS062105 (JX291114/AFV34540.1). 

El mateix procediment es va utilitzar per a determinar si les soques eren resistents a quinolones per 

mutacions en els gens cromosòmics de l’ADN-girasa i la topoisomerasa. Per això es van cercar les 

seqüències nucleotídiques de gyrA, parC, gyrB i parE de la soca de K. pneumonaie  ATCC 13883 

(KN046818.1). 
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4.1.  Detecció de les soques de Klebsiella pneumoniae productores d’OXA-48.  

 

Entre gener i desembre de 2012, es van aïllar un total de 3.901 soques de K. pneumoniae provinents 

d’11 hospitals comarcals de Catalunya i de l’Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona. 

 

D’aquestes 3.901 soques, a aquelles que presentaven un fenotip de sensibilitat als antibiòtics 

betalactàmics diferent al patró natural esperat, és a dir, que eren resistents a d’altres betalactàmics a 

més de l’ampicil·lina,  se’ls hi va realitzar el test de Hodge modificat (THM). Cent setanta-una soques 

(4,4%) van ser positives, incloent-hi tant les que mostraren un creixement clar al voltant de l’estria 

com les que el mostraren un creixement feble. 

 

A les 171 soques amb el THM positiu o positiu feble es determinà la presència de carbapenemasas 

mitjançant PCR. Vuitanta-cinc soques (49,7%) presentaren el gen blaOXA-48, no trobant-se en les 86 

soques restants, cap dels gens de carbapenemases estudiats.  

 

Les 85 soques portadores del gen blaOXA-48  van ser aïllades en 8 dels 12 hospitals participants, no 

aïllant-se cap soca en l’Hospital Municipal de Badalona (HMB), Hospital de Barcelona (HB), Hospital 

de Martorell (HMLL) i l’Hospital Universitari de Sant Joan de Reus (HUSJR). 

 

En les 86 soques (50,3%) que no presentaven el gen blaOXA-48 ni cap altra carbapenemasa es va voler 

determinar quin mecanisme enzimàtic explicava la resistència als betalactàmics. Els resultats de la 

PCR varen mostrar que 61 soques (71%) presentaven una betalactamasa adquirida tipus AmpC  

(AmpCp) (80,3% DHA, 11,4% ACC i 8,2% CMY.), 35 soques (40,6%) presentaven una BLEA (94,3% CTX-

M-1 tipus i 5,7%  CTX-M-9 tipus). Hi havia 14 soques (16,3%) que coexpressaven BLEA i AmpCp, de les 

quals 12 soques (85,7%) coexpressaven una BLEA  CTX-M-1 tipus i una AmpCp (75% DHA, 16,6% ACC i 

8,3% CMY) i 2 soques (13,3%) coexpressaven una BLEA CTX-M-9 tipus i una DHA tipus. N’hi havia 4 

soques que no presentaven AmpCp ni BLEA (CTX-M-tipus o TEM) i presentaven un patró de 

resistència enfront les penicil·lines, cefalosporina de primer generació (cefalotina) i de segona 

generació (cefuroxima) que es podria explicar per la presencia de la carbapenemasa OXA-48, tot i 

que no es va detectar. A partir d’aquest moment aquestes 86 soques restaren fora de l’estudi. 

 

4.2.  Estudis de sensibilitat de les soques productores d’OXA-48 

 

Els resultats dels estudis de sensibilitat a antibiòtics betalactàmics de les 85 soques amb la 

carbapenemasa OXA-48 es mostren en la taula 12. Més d’un 80% de les 85 soques amb OXA-48 eren 

multiresistents a les penicil·lines, cefalosporines i l’aztreonam. La sensibilitat als carbapenèmics era 

heterogènia, un 95,3% eren resistents a l’ertapenem (rang: 9-21 mm) i només un 23,5% a l‘imipenem 

(rang: 9-22 mm). Els betalactàmics que es varen mostrar més actius in vitro, a part de l’imipenem,  

foren la cefoxitina amb 28,2% de les soques sensibles i la cefepime amb un 42,5% de soques. 

 

El patró de sensibilitat esperat per a K. pneumoniae productora d’OXA-48 hauria de ser de resistència 

a les penicil·lines (ampicil·lina, piperacil·lina), als inhibidors de betalactamases combinats amb 

penicil·lines (amoxicil·lina/àcid clavulànic, piperacil·lina/tazobactam), a les cefalosporines de primera 
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(cefalotina) i segona generació (cefuroxima), i lleument als carbapenèmics (sobretot a l’ertapenem). 

En el nostres estudi, de les 85 soques només tres (3,5%) mostraren aquest patró, que  foren les 

úniques que només presentaven l’OXA-48 i la penicil·linasa SHV cromosòmica natural de K. 

pneumoniae (SHV-1, SHV-11 o SHV-42). 

 

Taula 12. Resistència a antibiòtics betalactàmics en soques de Klebsiella pneumoniae productores d’OXA-48. 

Antibiòtic Percentatge resistència (R+I)* 

Rang halos 

d’inhibició (mm)  

AMP 100 9-13 

PIP 100 9-15 

AMC 100 9-16 

TZP 95,2  9-17 

CEF 97,6  9-17 

FOX 28,2  9-17 

CXM 94,1  9-18 

CTX 90,5  9-25 

CAZ 82,3  9-20 

ATM 87 9-19 

FEP 42,5  9-18 

ERT 95,3  9-21 

IMP 23,5  9-22 

AMP (ampicil·lina), AMC (amoxicil·lina/àcid clavulànic), PIP (piperacil·lina), TZP 

(piperacil·lina/tazobactam), CEF (cefalotina), FOX (cefoxitina), CXM (cefuroxima), CTX 

(cefotaxima), CAZ (ceftazidima), ATM (aztreonam), FEP (cefepime), ERT (ertapenem), IMP 

(imipenem). 

*(R+I) En el percentatge estan incloses les soques resistents i aquelles amb sensibilitat 

intermèdia
273

. 

 

Les 82 soques restants (96,5%) presentaven patró de sensibilitat diferent degut a la presència d’altres 

mecanismes de resistència als betalactàmics. D’aquestes 82 soques, 76 (92,3%) presentaven un patró 

de sensibilitat que feia pensar en que l’OXA-48 es co-expressava amb una BLEA. En el patró de 

resistència es podia observar la presencia de sinèrgia entre les diferents cefalosporines de tercera 

generació i l’aztreonam, amb  l’amoxicil·lina-àcid clavulànic. A més, eren resistents a cefotaxima i 

presentaren sensibilitat reduïda als carbapenèmics (ertapenem i imipenem). Les 6 soques (7,3%) 

restants presentaren un patró de sensibilitat compatible amb la producció d’una betalactamasa 

d’ampli espectre (TEM-1) o oxacil·linasa (OXA-1), degut a que només eren resistents a les penicil·lines 

i alguna soca a cefalosporines de primera generació i a l’ertapenem. 
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Les soques de K. pneumoniae  productores d’OXA-48 també van mostrar ser soques multiresistents. 

De les 85 soques de l’estudi, 73 (85,8%) eren resistents a l’àc. nalidíxic, 71 (83,5%) a la ciprofloxacina i 

76 (89,4%) al cotrimoxazol. També es va observar un elevat percentatge de soques resistents a 

aminoglicòsids: 77 soques (90,5%) eren resistents a la kanamicina i tobramicina, 72 (84,7%) a la 

gentamicina, 17 (20%) a la netilmicina i 7 soques (8%) resistents a l’amicacina. A més, tal i com s’ha 

mencionat en l’apartat de material i mètodes, tot i no tenir cap punt de tall estandarditzat, pel que 

es refereix a la neomicina, en el nostre estudi quatre soques (4,7%) tenien un halo de 9 mm 

(diàmetre del disc: 5 mm), amb la qual cosa varem considerar aquestes soques com a resistents. De 

les 85 soques estudiades només 4 es mostraren sensibles a tots els aminoglicòsids avaluats. Les altres 

81 soques presentaven fenotips de resistència diversos (Taula 13). 

 

 

 

 
Taula 13. Percentatges de resistència a antibiòtics no betalactàmics 

Antibiòtic Percentatge de resistents Rang d’halos (mm) 

K 90,5 9-19 

G 84,7 9-24 

T 90,5 9-12 

A 8,3 12-26 

Nt 20 9-20 

Nm 4,7 9 

NAL 85,8 9-18 

CIP 83,5 9-20 

SXT 89,4 9-28 

K (kanamicina), G (gentamicina), T (tobramicina), A (amicacina), Nt (netilmicina), 
Nm (neomicina), NAL (àc. nalidíxic), CIP (ciprofloxacina), SXT (cotrimoxazol). 
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4.3.  Epidemiologia clínica  

 

La recollida de les dades clíniques dels 85 pacients portadors de K. pneumoniae productora d’OXA-48 

va mostrar que els pacients tenien una edat mitjana de 76 anys (rang: 26-98 anys) i que el 61% eren 

dones (Taula 14). 

 

 

Taula 14. Dades epidemiològiques dels pacients amb Klebsiella pneumoniae productora de la 

carbapenemasa OXA-48 

 

Nº de pacients  85 

Gènere 

Nº d’homes/dones(%) 33/52 (39/61) 

Edat 

Promig de l’edat (rang) 76 (26-98) 

Promig de l’edat Home/Dona 72/79 

Nº Home/Dona per sobre els 65 anys(%) 20/46 (60/88) 

Origen, n(%) 

Nosocomial 41 (48,2) 

Comunitari,  14(16,4) 

Relacionat amb l’assistència 30(35,3) 

Tractament antibiòtic previ, n(%) 

Si/No  50/13(59/15) 

Desconegut 22 (26) 

Tractament específic per K. pneumoniae, n(%) 

Si/No  55/16 (65/19) 

Desconegut 14 (16) 

Evolució n(%) 

Altres 81 (95,3) 

Exitus  4 (4,7) 
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Figura 39. Origen de les mostres on s’han aïllat les soques de Klebsiella pneumoniae productores d’OXA-48. 

 

Les 85 soques de K. pneumoniae productores d’OXA-48 es varen aïllar de diferents mostres clíniques 

(Figura 39): 47 (55%) d’orines, 13 (15%) de mostres respiratòries (BAL: rentat broncoalverolar i BAS: 

aspirat broncoalveolar), 6 (7%) de sang, 4 (5%) de ferides quirúrgiques, 9 (11%) de controls de 

portadors (femtes) i  6 (7%) d’altres (nafra, bilis, exsudat vaginal, líquid peritoneal, etc).  

 

Cinquanta (59%) dels pacients portadors de K.pneumoniae amb OXA-48 varen prendre antibiòtics 

durant els dies previs a l'aïllament de la soca (Taula 14 i Figura 40). Els antibiòtics que 

majoritàriament varen prendre foren: amoxicil·lina/àcid clavulànic en 15 pacients (30%), 

ciprofloxacina en 9 pacients (18%), carbapenèmics (meropenem, ertapenem i imipenem) en  6 

pacients (12%), piperacil·lina-tazobactam en 4 pacients (8%), ceftriaxona en 2 pacients (4%),  

cefuroxima en un pacient (2%), cotrimoxazol en un pacient (2%), fosfomicina en un pacient (2%), 

levofloxacina en un pacientt (2%), i 10 pacients (20%) van rebre diferents teràpies combinades: 

amoxicil·lina-àc. clavulànic i gentamicina en un pacient  (2%), amoxicil·lina-àcid clavulànic amb 

cefuroxima i fosfomicina en un pacient (2%), cotrimoxazol amb amicacina en un pacient (2%), 

levofloxacina amb daptomicina en un pacient (2%), levofloxacina amb aztreonam i metronidazol en 

un pacient (2%), cefotaxima amb claritromicina, cotrimoxazol, piperacil·lina-tazobactam, meropenem 

i linezolid en un pacient (2%), amicacina amb ceftazidima en un pacient (2%), claritromicina amb 

cefotaxima i cotrimozaxol en un pacient (2%), piperacil·lina-tazobactam amb linezolid en un pacient 

(2%), amicacina amb ciprofloxacina, ceftriaxona i tazobactam en un pacient (2%). En 22 (26%) dels 

pacients no es va poder recollir aquesta dada i 13 pacients (15%) no varen prendre antibiòtics durant 

els dies previs a l'aïllament de la soca. 

 

Malauradament no disposem de les dades respecte al tractament empíric administrat en el moment 

de la sospita de la infecció. 

 

Finalment, només 30 (35,3%) dels 85 pacients portadors de K. pneumoniae amb OXA-48 varen rebre 

tractament enfront aquest microorganisme un cop documentada la infecció (Taula 14 i Figura 40). 

Vint-i-cinc malalts (29,4%) havien rebut tractament però es desconeix, degut a que no es va poder 
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recollir aquesta dada. Els tractaments rebuts foren: fosfomicina en quatre malalts (13%), 

carbapenèmics en set malalts (10% meropenem i imipenem  i 3% ertapenem ), tigeciclina en dos 

malalts (7%) i, cotrimoxazol en un malalt (3%), ciprofloxacina en un malalt (3%), colistina en un malalt 

(3%), piperacil·lina-tazobactam en un malalt (3%), amicacina en un malalt (3%), cefoxitina en un 

malalt (3%). En el cas de deu malalts (33%) foren teràpies combinades:  imipenem amb colistina en 

dos malalts (6%), meropenem i amicacina, colistina i tazobactam en un malalt (3%), levofloxacina 

amb cefotaxima, meropenem, amicacina, colistina i tigeciclina en un malalt (3%), ciprofloxacina amb 

imipenem i fosfomicina en un malalt (3%), imipenem amb fosfomicina en un malalt (3%), ampicil·lina 

amb ceftriaxona en un malalt (3%), meropenem amb amicacina i fosfomicina en un malalt (3%), 

imipenem amb amicacina en un malalt (3%), fosfomicina amb nitrofurantoïna en un malalt (3%) i 

nitrofurantoïna amb meropenem en un malalt (3%). En  14 malalts (16%) no es va poder recollir 

aquesta dada i 16 (19%) no havien rebut tractament, en aquest últim grup, dels malalts no tractats, 

hi trobem 6 colonitzacions. 

 

En l'evolució clínica d'aquests pacients hi ha hagut quatre èxitus (Taula 14) tots tractats amb 

carbapenèmics: un amb imipenem, dos amb imipenem i colistina, i l’altre amb meropenem, 

amicacina, colistina i tazobactam. 

 

Figura 40. Percentatges de pacients que van rebre tractament antibiòtic (A), els antibiòtics prescrits (B), Percentatge de 

pacients que van rebre tractament dirigit enfront K. pneumoniae (C), i els antibiòtics que en aquest cas van rebre(D). 
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Cal destacar que el 48,2% dels casos eren d’origen nosocomial, un 35,3% estaven relacionats amb 

l’assistència sociosanitària i la resta eren d’origen comunitari (16,4%). 

 

 

4.4.  Epidemiologia molecular: clonalitat (PFGE) i filogènia (MLST) 

4.4.1. Estudi de la clonalitat (PFGE) 

L'anàlisi de la clonalitat de les 85 soques de K. pneumoniae productores d’OXA-48 es feu per 

macrorestricció genòmica i electroforesi en camp pulsant (PFGE)  observant cinc pulsotips ben 

definits (Figura 41) que compartien una homologia del 76%: A (16/85; 18,8%), B (1/85; 1,1%), C 

(1/85; 1,1%), D (1/85; 1,1%) i E (66/85; 77,6%). Els pulsotips A  i E tenien subtipus: A (A1-3) i E (E1-18). 

Pulsotips: 

 A: De les 16 soques del pulsotip A, cinc procedien del HGV sent totes del subtipus A1, 10 del HGH 

(un d’A1 i nou d’A2) i un del HM del subtipus A3. S’observà que els subtipus A1 i A2 estaven 

estretament relacionats ja que només diferien entre elles per dues bandes; en canvi l'A3 era un 

clon possiblement relacionat amb aquests dos, ja que mostrava 6 bandes de diferència. Les cinc 

soques del subtipus A1 de l’HGV s’aïllaren de pacients relacionats amb centres sociosanitaris, 

mentre que la soca A1 procedent del HGH era d’un pacient ingressat. Dels nou aïllaments del 

subtipus A2 de l’HGH, set s’aïllaren en malalts ingressats i en pacients relacionats amb centres 

sociosanitaris. La soca del subtipus A3  del HM s’aïllà en un pacient ingressat (Taula 15). 

 B,C i D: Els pulsotips B, C i D incloïen només una soca. Les soques provenien de l’HGG, HM i HGV, 

respectivament. I foren aïllades de pacients relacionats amb centres sociosanitaris. 

 E: Les 66 soques del pulsotip E, presentava 18 subtipus, sent els subtipus E5 (n = 30), E1 (n = 11) i 

E12 (n = 5) els més freqüents. Els altres subtipus presentaven tres casos o menys cada un (Taula 

15). El subtipus E5 es va aïllar en cinc del vuit hospitals on es van aïllar soques de K. pneumoniae 

productores de la carbapenemasa OXA-48 (62,5%). El 63,3% dels malalts eren pacients 

ingressats, el 26,6% estaven relacionats amb centres sociosanitaris i un 10% eren pacients 

d’origen comunitari. El subtipus E1, s’ha aïllat en tres hospitals diferents on un 27,3% dels 

pacients eren d’origen comunitari, un 27,3% estaven relacionats amb centres sociosanitaris i un 

45,4% eren pacients ingressats. 
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Figura 41. Dendrograma de les 85 soques de Klebsiella pneumoniae productores d’OXA-48. S’observa la correlació entre 

els pulsotips amb el posteriors resultats MLST, i la homologia compartida entres els diferents pulsotips (76%). 
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Taula 15. Pulsotips de les soques de Klebsiella pneumoniae productores d’OXA-48, i el seu origen.  

 

Subtipus Nº de soques 

 

Hospital (nombre i origen) 

A1 6 HGV (5 RAS), HGH (1 NOS) 

A2 9 HGH (7 NOS, 1 RAS, 1 COM) 

A3 1 HM (1 NOS) 

B 1 HGG (1 RAS) 

C 1 HM (1 RAS) 

D 1 HGV (1 RAS) 

E1 11 HGV (2 NOS, 2 COM, 3 RAS), HSJDD (1 NOS, 1 COM), HGG (2 NOS) 

E2 1 HGG (1 NOS) 

E3 1 HGV (1 COM) 

E4 3 HGG (1 RAS, 1 NOS), HGV (1 NOS) 

E5 30 HSJDD (3 COM, 1 NOS), HSCSP (1 NOS), HGG (15 NOS, 4 RAS), HGV (4 RAS, 1 

NOS), HGC (1 NOS) 

E6 2 HSJDD (1 COM), HSCSP (1 RA) 

E7 1 HGV (1 RAS) 

E8 1 HC (1 RAS) 

E9 1 HC (1 RAS) 

E10 1 HGV (1 COM) 

E11 1 HSCSP (1 NOS) 

E12 5 HGV (2 RAS, 1 NOS), HSJDD  (1 COM, 1 NOS) 

E13 1 HSJDD (1 NOS) 

E14 1 HGV (1 COM) 

E15 1 HC (1 RAS) 

E16 1 HSCSP (1 NOS) 

E17 1 HGV (1 RAS) 

E18 3 HGV (1 RAS, 2 COM) 

RAS (relacionats amb centres sociosanitaris), COM (adquirida a la comunitat) i NOS (nosocomial).  

Hospital de Calella (HC), Hospital General de Granollers (HGG), Hospital General de Catalunya a Sant Cugat del Vallès 

(HGC), Hospital General de L’Hospitalet (HGH), Hospital Sant Joan de Déu a Manresa (HSJDD), Hospital de Mataró 

(HM) i Hospital General de Vic (HGV). 

 

Es pot observar com el pulsotip E era el més estès, ja que es va trobar en sis dels vuit (75%) hospitals 

on es van aïllar soques de K. pneumoniae productores de l’OXA-48. D’aquests sis hospitals, en quatre 

(HC, HGC, HSCSP i HSJDD) el pulsotip E va ser l’únic pulsotip aïllat. 

L’altre pulsotip que es va aïllar amb més freqüència va ser l’A, que es va aïllar en tres dels vuit 

(37,5%) hospitals. Els pulsotips minoritaris: B, C i D s’observaren en hospitals diferents, convivint amb 

el pulsotip A i/o E, i la seva aparició va ser puntual (Taula 15 i Figura 42). 
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Figura 42. Distribució dels diferents pulsotips (A) i subtipus (B) en els hospitals comarcals. HC (Hospital de Calella), HGC 

(Hospital General de Catalunya), HGG (Hospital General de Granollers), HGH (Hospital General de l’Hospitalet), HGV 

(Hospital General de Vic), HM (Hospital de Mataró), HSCSP (Hospital de la Santa Creu i Sant Pau) i HSJDD (Hospital Sant Joan 

de Déu de Manresa). S’observa com en sis d’aquests hospitals es va aïllar el pulsotip E, en tres hospitals es va aïllar el 

pulsotip A i els altres pulsotips minoritaris es van aïllar en hospitals on hi havia el pulsotip A i/o E. 

 

4.4.2.  Estudi de filogènia (MLST) 

Es va determinar la seqüència tipus d’11 soques representatives dels diferents pulsotips, subtipus i 

patrons de sensibilitat. S’escolliren tres soques del pulsotip A (una soca de subtipus A1, una del 

subtipus A2 i una del subtipus A3), les soques dels pulsotips B, C i  D, i 5 soques del pulsotip E (una 

soca del subtipus E5, una del E12, una del E15, una del E17 i una del E18). La selecció d’aquestes soques 

va ser en funció del patró de sensibilitat i en el cas dels pulsotip E, es van escollir tant del subtipus 

majoritaris com dels minoritaris.  

Les soques del pulsotip A  (A1 a  A3) pertanyien a la  seqüència tipus ST101, el pulsotip B a la ST 17, el 

pulsotip C a la ST1233, el pulsotip D a la ST14  i els diferents subtipus E a ST405 (Taula 16). De les 11 

soques seleccionades, doncs, es va observar que les soques pertanyents a un mateix pulsotip 

presentaven la mateixa dotació al·lèlica per als 7 gens housekeeping, és a dir, vàrem observar una 

perfecte correlació entre el MLST i el PFGE. 

En aquest estudi es va descriure com a nova seqüència tipus, la ST1233 que és una variant de la 

ST540, diferenciant-se per un sol locus, el gen gapA. La soca de K. pneumoniae ST1233 es va aïllar de 

la mostra urinària d’un pacient de 70 anys amb una infecció del tracte urinari (ITU) a l’Hospital de 

Mataró. Com que la soca es va aïllar abans de les 48 hores d’ingrés, l’origen de la soca es va 
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considerar relacionat amb l’assistència sociosanitària. Aquest pacient havia rebut prèviament 

fluoroquinolones (ciprofloxacina) per a tractar la  ITU.  

Pel fet  que diferents subtipus d’un mateix pulsotip pertanyien a la mateixa ST, es va arribar a la 

conclusió que la resta de soques d’aquells pulsotips pertanyien al mateix ST (Figura 41 i 43). 
 

 

Taula 16.  Al·lels dels gens housekeeping de les soques  seleccionades per l’estudi del MLST. 

Pulsotip gapA infB mdh pgi phoE rpoB tonB ST* 

A1 2 6 1 5 4 1 6 101 

A2 2 6 1 5 4 1 6 101 

A3 2 6 1 5 4 1 6 101 

B 2 1 1 1 4 4 4 17 

C 1 1 71 1 3 3 18 1233 

D 1 6 1 1 1 1 1 14 

E5 2 1 62 3 10 4 110 405 

E12 2 1 62 3 10 4 110 405 

E15 2 1 62 3 10 4 110 405 

E17 2 1 62 3 10 4 110 405 

E18 2 1 62 3 10 4 110 405 

*ST (seqüència tipus) 

 
 

 

 

Figura 43. Distribució de les diferents ST en els hospitals on es van aïllar soques de Klebsiella pneumoniae productores de 

la carbapenemasa OXA-48. 
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4.4.3.  Distribució temporal dels casos detectats. 

A l’estudiar la distribució temporal dels casos, s’observà que alguns hospitals detectaren casos al llarg 

de tot el període d’estudi mentre que en d’altres s’observà una certa acumulació en períodes 

concrets. Als hospitals de Calella(HC), General de Catalunya (HGC), de Mataró (HM) i al nostre 

(HSCSP) només es varen aïllar casos puntuals, destacant que la soca amb la nova seqüència tipus, la 

ST1233, provenia de l’Hospiatl de Mataró. Al HC hi van haver tres casos repartits entre els mesos de 

gener, setembre i octubre que corresponien a soques de la ST405 i dels subtipus  E8, E9 i E15, al HGC hi 

va haver un sol cas al febrer, de la ST405 i subtipus E5,  al HM hi van haver dos casos, el de la ST1233 

al gener amb el pulsotip C i el del juliol, de la ST101 i subtipus A3, i, finalment, al HSCSP  van haver 

quatre casos, del juliol a l’octubre (un per mes), de la ST405 i del subtipus E5, E6, E11, E16; però només 

tres d’aquests casos eren d’origen nosocomial i no estaven relacionats entre ells, degut a que els 

pacients es trobaven ingressats en diferents serveis de l’hospital. 

A part, en un parell d’hospitals el nombre de casos fou lleugerament més elevat, 10 casos, i en 

ambdós centres concentrats en un període de temps (Figura 44 i 45). A l’Hospital de Sant Joan de 

Deu de Manresa (HSJDD) es van aïllar entre els mesos de maig i desembre, un per mes, exceptuant el 

mes de juliol que no  n’hi va haver cap, a l’agost que n’hi hagueren dos i al novembre tres.  Tots els 

casos pertanyien a la ST405 i al pulsotip E (E1, E5, E6, E12, E13).  A l’Hospital General de l’Hospitalet 

(HGH), els 10 casos eren de la ST101, i excepte un cas, tots eren del subtipus A2. A més vàren aïllar-

se, una al mes de gener i la resta entre els mesos d’abril i agost, essent en el mes de juliol el punt més 

àlgid, amb quatre casos (Figures 44 i 45). En aquest cas és probable que la soca s’establís 

endèmicament causant petits brots.  

Finalment destacarem els dos hospitals amb el nombre més elevat de casos, l’Hospital General de 

Granollers (HGG) i l’Hospital General de Vic (HGV), amb 25 i 30 casos, respectivament. De l’HGG cal 

destacar que es van anar aïllant els casos al llarg de tot l’any,excepte al gener, essent el subtipus E5 el 

més present, excepte al juny i juliol que es varen aïllar dos casos dels subtipus E1. Per tant, podem 

parlar d’una certa endemicitat (Figures 44 i 45). Fou en aquest hospital on s’aïllà la soca de la ST17. Al 

HGV també es varen anar aïllant diferents casos al llarg de l’any, però en aquest cas el punt àlgid fou 

durant els mesos de gener i febrer. És en aquest hospital on s’hi descriu la major diversitat de 

subtipus E (amb 10 subtipus: E1, E3, E4, E5, E7, E10, E12, E14, E17 i E18), essent els predominant l’E1 (29%) i 

l’E5(20%). Curiosament també, aquest fou l’únic centre, a més del HGH, on s’aïllaren soques de la 

ST101. Les soques amb la ST101 van aparèixer als mesos de juliol, agost, octubre i desembre, amb un 

total de cinc casos procedents d’un centre residencial de la tercera edat. Finalment, la soca amb la 

ST14 fou aïllada al octubre. 
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Figura 44.  Nombre de soques dels diferents  pulsotips (subtipus) aïllades en els hospitals comarcals amb més 

incidència. 
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Figura 45. Nombre de soques de les diferents ST aïllades en els hospitals comarcals amb més prevalença. 
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4.5.  Caracterització d’altres gens de resistència a banda de blaOXA-48 

 

4.5.1.  Betalactàmics  

 

De les 85 soques productores d’OXA-48, 76 (89,41% ) coexpressaven el gen blaCTX-M-15, 80 (94,1%) el 

blaOXA-1 i 73 (85,4%) el blaTEM-1. Totes presentaren la penicil·linasa cromosòmica blaSHV, pròpia de 

l’espècie, però 66 (77,6%) expressaren el gen blaSHV-76,  17 (20%) el  blaSHV-1, una  (1,1%)  el blaSHV-11 i  

una  (1,1%) el blaSHV-42. Cap soca fou portadora de betalactamases adquirides de classe C ni de cap 

altra de les carbapenemases avaluades de les classes A i B. 

 

La presència d’uns o altres gens de resistència a betalactàmics presentà una certa correlació amb la 

ST i els pulsotips trobats, tot i que hi ha algunes variacions per pèrdua o guany d’algun gen concret 

(Figures 46 i 47). La ST101 (Pulsotip A) es caracteritzà perquè les soques presentaren la penicil·linasa 

cromosòmica blaSHV-1 i, perquè, totes les soques excepte cinc que no portaven el gen blaTEM-1, 

expressaven tots els gens adquirits que justificaven la resistència a betalactàmics (blaOXA-48,  blaCTX-M-15 

i blaOXA-1), es a dir, un 68,7% de les soques. Dins de la ST405 (Pulsotip E), totes les soques presentaven 

la penicil·linasa cromosòmica SHV-76 i el gen blaOXA-48, només un 97% presentaven el gen blaOXA-1, un 

91%  el gen blaCTX-M-15 i un 94% el gen blaTEM-1. Cinquanta set soques (86,4%) presentaven els gens 

blaOXA-1, blaCTX-M-15 i blaTEM-1, tres soques (4,5%)  presentaven els gens blaOXA-1 i  blaTEM-1,  tres soques 

(4,5%) presentaven el gen blaOXA-1, dos soques (3%) presentaven els gens blaCTX-M-15 i blaTEM-1, i només 

una soca (1,5%) presentava els gens blaOXA-1 i blaCTX-M-15. 

Finalment, cal subratllar que les seqüències tipus minoritàries, la ST17 (Pulsotip B), la ST1233 

(Pulsotip C) i la ST14 (Pulsotip D) no presentaven cap gen bla associat al gen blaOXA-48. La penicil·linasa 

cromosòmica en ST14 fou SHV-1, en ST17 fou SHV-11 i  ST1233 portava  el gen blaSHV-42. La SHV-42 

està classificada com a BLEA, és a dir, dins el grup 2e en la classificació de Bush 

(www.lahey.org/studies/). 

 

4.5.2.  Aminoglicòsids 

 

De les 85 soques estudiades, 81 soques es mostraren resistents a un o altre aminoglicòsid, les 

excepcions són les tres soques amb seqüència tipus única (ST14, ST17 i ST1233) i una soca del 

subtipus E1. El fenotip majoritari, va ser la resistència a kanamicina, tobramicina i gentamicina (KTG), 

en un 69% de les soques resistents. Tanmateix la resistència a netilmicina només es manifestà en 16 

casos i en quatre la de l’amicacina, tots de la ST405 (Taula 17). Aquestes resistències s’expliquen per 

la presència dels gens aac(3’)-IIa (KTGN), aac(6’)-Ib (KTAN) i aph(3’)-Ia (KNm).  Si comparem les dos 

ST resistents, ST101 i ST405, podem observar que en la ST101 hi ha a més dels enzims indicats 

anteriorment; l’enzim aph(3’)-Ia que justifica una resistència d’alt nivell (9 mm) a la neomicina, dues 

soques amb el gen aac(2’)-Ia (GTN) i una amb ant(2’’)-Ia (KTG). En canvi, en el cas de ST405, la 

majoria de les soques (81,5%) presenten els dos enzims: aac(3’)-IIa i aac(6’)-Ib (KTGAN), tanmateix hi 

havia set soques que només presentaven l’enzim aac(3’)-IIa (quatre del E1 i tres del E5), i cinc soques 

amb només l’enzim aac(6’)-Ib (dues E1 i una dels subtipus E3, E6 i E10).  
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A més a més, d’aquestes diferències en el genotip també hi ha diferències en el fenotip. La presència 

dels mateixos enzims confereixen fenotips diferents. Tanmateix no hi ha hagut cap soca que el 

fenotip no concordi amb el genotip.   

 

 
Figura 46. Nombre de soques amb gens bla associats a blaOXA-48. Totes les soques presentaven la SHV cromosòmica 

d’espècie (SHV-1, SHV-11, SHV-42 o SHV-76). 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 47. Nombre de soques amb  gens bla associats a blaOXA-48 dels diferents subpulsotips. Totes les soques presentaven 

la SHV cromosòmica d’espècie (SHV-1, SHV-11, SHV-42 o SHV-76). 

 

 

 

 



Epidemiologia de la carbapenemasa OXA-48 en aïllats de Klebsiella pneumoniae  a Catalunya   

Resultats 105 

 

 

 

Taula 17. Fenotip de resistència a aminoglicòsids observat i el seu genotip de les 85 soques productores d’OXA-48. 

ST Subpulsotip (n) Fenotip de resistència a 
aminoglicòsids (n) 

Gens detectats per PCR 

101 A1 (6) KTG (4) aac(3’)-IIa, aac(6’)-Ib 

 KTGNm (2) aac(3’)-IIa, aac(6’)-Ib,  aph(3’)-Ia 

A2 (9) KTG (8) aac(3’)-IIa, aac(6’)-Ib (6) 
aac(3’)-IIa, aac(6’)-Ib, aac(2’)-Ia (1) 

aac(3’)-IIa, aac(6’)-Ib, ant(2”)-Ia, aac(2’)-Ia (1) 
 KTGNm (1) aac(3’)-IIa, aac(6’)-Ib, aph(3’)-Ia 

A3 (1) KTGNm aac(3’)-IIa, aac(6’)-Ib, aph(3’)-Ia 

405 E1(11) G(2) aac(3’)-IIa, aac(6’)-Ib (1) 
aac(3’)-IIa (1) 

KT (1) aac(6’)-Ib 

KTG (4) aac(3’)-IIa, aac(6’)-Ib (3) 
aac(3’)-IIa (1) 

KTGN (2) aac(3’)-IIa 

KTN (1) aac(6’)-Ib 

E2 (1) KTG aac(3’)-IIa, aac(6’)-Ib 

E3 (1) KTG aac(6’)-Ib 

E4 (3) KTGN (2) aac(3’)-IIa, aac(6’)-Ib 

KTG (1) aac(3’)-IIa, aac(6’)-Ib 
E5 (30) KTAGN (1) aac(3’)-IIa, aac(6’)-Ib 

KTG (25) aac(3’)-IIa, aac(6’)-Ib (22)/ 
aac(3’)-IIa (3) 

KTGN (4) aac(3’)-IIa, aac(6’)-Ib 

E6 (2) KTA (1) aac(6’)-Ib  

KT (1) aac(3’)-IIa, aac(6’)-Ib 

E7 (1) KTG aac(3’)-IIa, aac(6’)-Ib 

E8 (1) KTG aac(3’)-IIa, aac(6’)-Ib 

E9 (1) KTG aac(3’)-IIa, aac(6’)-Ib 

E10 (1) KTGN aac(6’)-Ib 

E11 (1) KTAN aac(3’)-IIa, aac(6’)-Ib 

E12 (5) KTGN aac(3’)-IIa, aac(6’)-Ib 

KTG (4) aac(3’)-IIa, aac(6’)-Ib 

E13 (1) KTG aac(3’)-IIa, aac(6’)-Ib 

E14 (1) KTG aac(3’)-IIa, aac(6’)-Ib 

E15 (1) KTG aac(3’)-IIa, aac(6’)-Ib 

E16 (1) KTGN aac(3’)-IIa, aac(6’)-Ib 

E17 (1) KTAN aac(3’)-IIa, aac(6’)-Ib 

E18 (3) KTG (2) aac(3’)-IIa, aac(6’)-Ib 

KTGN (1) aac(3’)-IIa, aac(6’)-Ib 

K (kanamicina), T (tobramicina), G (gentamicina), A  (amicacina), N (netilmicina), Nm  (neomicina). 
Les soques dels pulsotips B, C i D i una del E1,  eren sensibles als aminoglicòsids i no presentaven cap gen codificant 
d’AME. 
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4.5.3.  Quinolones  

 

Dels diferents gens de resistència a quinolones adquirits (qnr, qepA, etc.) estudiats, només vàrem 

detectar en 74 soques (88,23%) el gen qnrB i en una soca el qnrB amb el qnrS (Taula 18). D’aquestes 

75 soques, 66 soques (88%) eren  resistents a l’àcid nalidíxic i a la ciprofloxacina; una soca (1,3%) era 

només resistent a l’àcid nalidíxic, i 8 soques (10,6%) eren sensibles tant a l’àcid nalidíxic com a la 

ciprofloxacina (Taula 18). 

 

 
Taula 18.  Fenotip de resistència observat i gens de resistència adquirida que intervenen en la resistència a quinolones 

(PMQR) en les 85 soques de Klebsiella  pneumoniae productores d’OXA-48. 

Qnr Resistència a Nal i Cip (n) Pulsotips (n) 

qnrB+ NalCip R  (65) A1 (5), A2 (4), A3 (1) 
E1 (6), E2 (1), E3 (1), E4 (3), E5 (27), E6 

(2), E7 (1), E8 (1), E9 (1), E10 (1), E11 (1), 
E12 (5), E14 (1), E15 (1), E16 (1), E18 (2) 

Nal R (1) E1(1) 

NalCip S (8) E1 (3), E5 (2), E13 (1), E17 (1), E18 (1) 

qnrB+ i qnrS+ NalCip R  (1) A1 (1) 

qnr negatives NalCip R  (5) A2 (5) 

Nal R (1) E1(1) 

NalCip S (4) B, C, D, E5 (1) 

Nal (àcid nalidíxic), Cip (ciprofloxacina) 

 

 

4.5.4.  Multiresistència en les soques de Klebsiella pneumoniae productores d’OXA-48 

Així doncs, a manera de resum podríem dir que totes les soques de K. pneumoniae productores 

d’OXA-48, llevat les de les ST14, ST17 i ST1233, van resultar ser multiresistents per adquisició de 

diferents gens. El gen blaOXA-48 semblava doncs que anava associat a blaOXA-1, aac(3’)-IIa i aac(6’)-Ib i al 

qnrB. A més, en la majoria de casos també es va adquirir els gens blaCTX-M-15 i blaTEM-1 (Taula 19). 
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Taula 19.A.  Gens de resistència a betalactàmics, aminoglicòsids i quinolones presents en les 85 soques de  Klebsiella 

pneumoniae productores de l’OXA-48.  
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Taula 19.B.  Gens de resistència a betalactàmics, aminoglicòsids i quinolones presents en les 85 soques de  Klebsiella 

pneumoniae productores de l’OXA-48.  
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4.6.  Caracterització dels plasmidis portadors del gen blaOXA-48 i dels altres gens bla 

identificats. 

Es van seleccionar 37 soques representatives dels diferents pulsotips i subpulsotips i se’ls hi va 

realitzar la PBRT clàssica210,212. Les 31 soques pertanyents a la ST405, foren positives pel grup 

d’incompatibilitat IncFIIK, vuit (25,8%) foren positives per ColE i una (3,2%) fou positiva per IncFIA. 

Les tres soques de la ST101 foren positives per  IncFIIK i ColE, i dues per a IncR. La soca de la ST1233 

només fou positiva per ColE i, en les soques de les ST14 i ST17 no es va obtenir cap amplificat (Taula 

20). En cap de les 37 soques es va detectar el grup d’imcompatibilitat IncL/M, que era el descrit fins 

aleshores a la literatura com a portador del gen blaOXA-48. Només quan es va utilitzar la nova parella 

d’iniciadors (detallats a l’annex III), es va poder amplificar el grup IncL/M en totes les 37 soques, i es 

va fer extensiu a la resta de soques productors de l’OXA-48 (n= 85). 

Finalment, per a discernir entre els grups L i M, es van utilitzar els iniciadors específics per a plasmidis 

IncL dissenyats per Carattoli et al.359. En aquest cas, totes les soques (n=85) van ser positives per IncL. 

Per tant de les 37 soques estudiades per PBRT podem concloure que totes presentaven un plasmidi 

IncL, i algunes a més a més portaven plasmidis dels grups d’incompatibilitat FIIK, ColE, FIA i R. (Taula 

20). 

Taula 20. Plasmidis presents en 37 soques productores d’OXA-48 amb  diferents ST.  

ST Subtipus (n) Inc (%) 

101 A1(1) L/M, FIIK, ColE, R 

A2(1) L/M, FIIK, ColE, R 

A3(1) L/M, FIIK, ColE 

17 B(1) L/M 

122 C(1) L/M, ColE 

14 D(1) L/M 

405 E1(8) L/M, FIIK (100%) ColE (50%) 

E2(1) L/M, FIIK 

E3(1) L/M, FIIK 

E4(1) L/M, FIIK 

E5(4) L/M, FIIK (100%) ColE (50%) 

E6(1) L/M, FIIK 

E7(1) L/M, FIIK 

E8(1) L/M, FIIK 

E9(1) L/M, FIIK 

E10(1) L/M, FIIK 

E11(1) L/M, FIIK 

E12(2) L/M, FIIK 

E13(1) L/M, FIIK 

E14(1) L/M, FIIK 

E15(1) L/M, FIIK 

E16(1) L/M, FIIK, F, FIA 

E17(1) L/M, FIIK, ColE 

E18(2) L/M, FIIK (100%) ColE (50%) 
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Per a determinar el tamany del plasmidi IncL portador del gen blaOXA-48 es va procedir amb les 

tècniques de transferència i hibridació de les 11 soques amb les quals s’havia determinat la 

seqüència tipus (Taula 21). Els resultats del PFGE digerit amb l’endonucleasa S1 i posterior hibridació, 

van indicar que el gen blaOXA-48 està situat en un plasmidi del grup d’incompatibilitat IncL 

d’aproximadament 62 Kb (Figura 48). A més, amb la  hibridació del gel de PFGE-ICeuI amb la sonda 

blaOXA-48 es va descartar la presència del gen blaOXA-48 en el cromosoma bacterià. 

 
Taula 21. Plasmidis presents en un recull de soques de Klebsiella pneumoniae productores d’OXA-48.  

Soca ST/ Pulsotip Gens bla Plasmidis (Inc) 

CARB115 101/A1 blaCTX-M-15, blaOXA-1, blaTEM-1 L, FIIK, ColE, R 

CARB077 101/A2 blaCTX-M-15, blaOXA-1, blaTEM-1 L, FIIK, ColE, R 

CARB058 101/A3 blaCTX-M-15, blaOXA-1, blaTEM-1 L, FIIK, ColE 

CARB098 17/B - L 

CARB122 1233/C - L, ColE 

CARB117 14/D - L 

CARB026 405/E15 blaCTX-M-15, blaOXA-1, blaTEM-1 L, FIIK 

CARB130 405/E12 blaCTX-M-15, blaOXA-1, blaTEM-1 L, FIIK, 

CARB056 405/E5 blaCTX-M-15, blaOXA-1, blaTEM-1 L, FIIK 

CARB044 405/E17 blaOXA-1, blaTEM-1 L, FIIK, ColE 

CARB139 405/E18 blaCTX-M-15, blaOXA-1, blaTEM-1 L, FIIK 

 

Paral·lelament es va voler determinar si el gen blaCTX-M-15, gen de la betalactamasa d’espectre ampliat 

(BLEA) CTX-M-15, causa de diferents brots nosocomials arreu, estava situat en el mateix plasmidi que 

blaOXA-48. Per això es va hibridar la mateixa membrama del gel PFGE-S1 amb la sonda blaCTX-M-15  i es va 

observar que en les soques de la ST101, blaCTX-M-15 es situava en un plasmidi de 240 Kb mentre que en 

les soques de la ST405 el gen blaCTX-M-15 es trobava en un plasmidi d’aproximadament 290 Kb. Segons 

els resultats obtinguts a la PBRT (Taula 20), el plasmidi possiblement implicat en la difusió de la BLEA 

CTX-M-15 podria ser del grup d’incompatibilitat FIIK. I així ho demostraren els experiments 

d’hibridació (Figura 49) que recolzen els resultats descrits en la bibliografia. 

 

Un altre tret per a caracteritzar un plasmidi és determinar la seva freqüència de conjugació. Un 

plasmidi altament conjugatiu recolza la idea que pot jugar un paper més predominant en la difusió 

dels gens que porta.  La freqüència de conjugació es feu en les mateixes 11 soques. Els experiments 

de conjugació es van realitzar en medi líquid en totes les soques, excepte les pertanyents a la ST101 

on els transconjugants es van obtenir en medi sòlid. La freqüència de conjugació observada va 

oscil·lar entre 5,06x10-7 i 1,33x10-5 (Taula 22). 

 

L’antibiograma dels transconjugants mostrà que només eren resistents a ampicil·lina i a l’associació 

amoxicil·lina-àcid clavulànic. Una soca fou resistent a piperacil·lina (halos de 12 mm) i una altra a 

piperacil·lina-tazobactam (halos de 14 mm). Mostrant-se sensibles a la resta d’antibiòtics 

betalactàmics (cefalosporines, carbapenèmics i monobactams) i a les quinolones (acid nalidíxic i 

ciprofloxacina). Pel que fa als aminoglicòsids les soques transconjugants foren resistents a la 

kanamicina, gentamicina i a la neomicina, però no es podia diferenciar si per adquisició dels gens de 

resistència a aminoglicòsids doncs la soca receptora ja presentava aquest fenotip. Per PCR es va 

comprovar que totes les soques transconjugants presentaven el gen blaOXA-48 i el plasmidi IncL. Amb 
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aquests resultats també podem observar que el plasmidi IncFIIK no conjuga al mateix temps que IncL, 

per tant in vitro ambdós mecanismes de resistència es difonen per separat. 

Per tant, a nivell de conclusió, direm que el gen blaOXA-48 en K. pneumoniae estava situat en un 

plasmidi del grup d’incompatibilitat IncL d’aproximadament 62 Kb. Si el plasmidi estava conservat 

també era interessant veure si es mantenia conservat l’entorn del gen.  

 

 

Figura 48. PFGE digerit amb l’endonucleasa S1 (A), hibridat amb la sonda del replicó IncL/M (B) i sonda del 

gen  blaOXA-48 (C). 
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Figura 49. Imatges del revelat de una membrana procedent d’un gel de PFGE digerit amb  l’endonucleasa S1 (A), amb 11 

soques de les diferents STs hibridades amb sonda del gen blaCTX-M-15(B) i sonda del  replicó IncFIIK (C) destacat en groc. 

 
Taula 22. Freqüència de conjugació del plasmidi IncL portador de blaOXA-48.  

ST (n) Freqüència de conjugació 

405 (5)  5,06 X 10
-7

 - 1,32 X 10
-5

 

101 (3) 2,53 X 10
-7

 -  2,05 X 10
-5

 

17 (1) 2,22 X 10
-5

 

14 (1) 1,73 X 10
-6

 

1233 (1) 1,44 X 10
-5
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4.7.  Entorn genètic del gen blaOXA-48 

  

De les  85 soques productores d’OXA-48, els resultats de la PCR i la posterior seqüenciació van donar 

que hi havia dos entorns genètics al voltant del gen blaOXA-48, el del transposó Tn1999, present en set 

soques de la ST405 i el del transposó  Tn1999.2, present en la resta de soques (Figura 50). 

 

 
Figura 50. Esquema dels transposons Tn1999 (A) i  Tn1999.2 (B)

348
. En blau s’assenyala la seqüència completa realitzada 

sobre 11 soques d’aquest estudi (Nombre d’Accés del Genbank:  KT265173, KT265174, KT265175, KT265176, KT265177, 

KT265178, KT265179, KT265180, KT265181, KT265182 i KT265183). 

En les 11  soques, es va obtenir una seqüència única, compresa entre la IS1999, que es troba 

upstream del gen blaOXA-48, i el gen lysR, situat downstream del gen blaOXA-48. Aquestes 11 seqüències 

es van introduir a la base de dades del Genbank, amb el següents nombres d’accés: KT265173,  

KT265174, KT265175, KT265176, KT265177, KT265178, KT265179, KT265180, KT265181, KT265182, 

KT265183 (Figura 50).  

Analitzant les seqüències completes es van identificar les regions reguladores del gen blaOXA-48, la -35 

(TGGCAG) i la -10 (TAGGAT), situades a l’inici de la IS1999, i en el cas concret de la regió -35 es va  

trobar formant part de l’IRR (inverted repeat right) de la IS1R. També es van identificar les seqüències 

repetides invertides (inverted repeat regions) de la IS1R: la IRR (inverted repeat right) i la IRL (inverted 

repeat left), situades a l’inici i al final de la IS1R, tal i com es pot observar en l’annex IX. Finalment,  es 

van identificar les dues parts codificants que conformen la IS1R: InsA i InsB, i es va observar que 

estaven solapades (Annex IX ). 

Totes, excepte la seqüència de la soca CARB010 (KT265173), varen presentar un 100% d’homologia 

entre elles, un 100% d’homologia amb la seqüència del Tn1999.2 del plasmidi pKpn-E1.Nr7 

(KM406491.1) i un 99% amb la dels plasmidis de les soques de K. pneumoniae E71T (KC335143.1) i  la 

del plasmidi pKPoxa-48N1 (KC757416.2). En ambdós casos aquesta diferència de l’1%  era deguda al 

canvi d’una timina (T) per una guanina (G) en la posició 911. L’entorn del  gen blaOXA-48 de la soca 

CARB010 en canvi, presentava un 99% d’homologia amb la resta de seqüències de les soques 

estudiades i amb la seqüència del Tn1999.2 del plasmidi pKpn-E1.Nr7 (KM406491.1); i un 100% 

d’homologia amb la del plasmidi  de la soca  de K. pneumoniae E71T (KC335143.1) i amb la del 

plasmidi pKPoxa-48N1 (KC757416.2) degut a que comptava amb al timidina a la posició 911 de la 

seqüència d’ADN. 
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4.8. Core genome MultiLocus Sequence Typing (cgMLST o MLST+) 

Aquesta part de l’estudi va ser realitzada a la University Medical Center Groningen (UMCG) sota la 

direcció del  Prof. Alex Friederich, amb la col·laboració de la Dra. Elisenda Miró. Aquest estudi constà 

de dues parts: una, l’epidemiològica on es volia comparar els resultats obtinguts per PFGE i MLST 

amb els del cgMLST; i l’altra, aprofitar les dades de la seqüenciació massiva per a definir els gens de 

resistència adquirida a diferents antimicrobians.  

El cgMLST es  realitzà  en 37 de les 85 soques de K. pneumoniae portadores d’OXA-48. La selecció es 

feu en funció de cada subtipus dels cinc  pulsotips trobats i valorant també les diferències, en un 

mateix pulsotip, sobre el perfil de sensibilitat. 

En l’anàlisi es van comparar les 37 seqüències genòmiques amb la soca índex de K. pneumoniae 

NTUH-K2044. Aquesta soca la varen escollir com a soca índex el grup del Prof. A. Friederich perquè el 

seu genoma és el que presentava una més gran homologia amb la seqüència consens obtinguda a 

partir de les seqüències genòmiques d’un gran nombre de soques de K. pneumoniae estudiades 

prèviament. A més a més, en el genoma d’aquesta soca índex hi ha un gran nombre de gens 

nomenats, fet que ens permet després identificat i estudiar la presència d’aquests gens. Al fer la 

comparació varem obtenir que entre les 37 soques i la soca índex hi havia 2.641 gens comuns. Al 

descartar aquells gens que estaven sol·lapats i aquells que no estaven nomenats varen restar 2.284 

gens. Després varem decidir seleccionar aquells gens que estiguessin presents en la soca índex i en 

alguna de  les 37 soques, i ens vàrem quedar amb 2.049 gens. I, d’aquests, finalment vàrem descartar 

aquells gens que tenien una homologia nucleotídica del 100% entre ells, quedant-nos amb 1.925 

gens. Així doncs, vàrem establir la relació clonal i filogenètica entre les 37 soques comparant 1.925 

gens.  

Els resultats d’aquesta comparació mostraven l’existència d’una elevada variabilitat genètica (Figura 

51). De fet només en quatre casos vàrem descriure parelles de soques idèntiques. Tanmateix aquesta 

diversitat es podia agrupar, tenint en compte el número de gens diferents entre les soques. Les 31 

soques del pulsotip E, ST405, presentaren entre elles d’1 a 10 gens de diferència, agafant com a soca 

índex la CARB026 que fou la que tingué més homologia amb la K. pneumoniae NTUH-K2044. Lluny de 

la CARB026 es definiren la resta de les ST. La ST14 mostrà 3.332 gens de diferència amb la soca 

CARB026, la ST101 d’entre 1.765 i 1.675 (depenen del subtipus), la ST17 1.718 gens i la ST1233 1.702 

gens. Entre les tres soques pertanyents al ST101 es van observar 56 gens diferents entre el subtipus 

A3 i A1, i 13 gens entre A2 i A1 (Figura 51).  

 

Tal com hem dit anteriorment, entre les soques del subtipus E s’observà que per cgMLST hi havia 

quatre parelles de soques idèntiques (Figura 52). Dues d’aquestes parelles també estaven 

relacionades per mitjà del PFGE i de les dades epidemiològiques, doncs, una parella pertany al 

subtipus E18 i ambdues soques foren aïllades a l’Hospital General de Vic, i l’altra la formen dues 

soques del subpulsotip E1 aïllades a l’Hospital General de Vic. Però després teniem dues parelles, 

idèntiques per cgMLST però no per PFGE. Una parella la formaven una soca del subtipus E1 i l’altra 

del subtipus E16, que no compartien ni el mateix genotip ni fenotip pel que fa a les resistències als 

antimicrobians, a més tampoc hi havia dades clíniques que recolzessin aquesta situació, com per 

exemple que una va ser aïllada al Hospital de la Santa Creu i Sant Pau i l’altre al Hospital de Sant Joan 
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de Déu de Manresa. L’altra parella estava formada per una soca del subtipus E12 i l’altra del subtipus 

E13, que compartien el mateix fenotip i els mateixos gens de resistència adquirida, i es varen aïllar en 

el mateix hospital, Hospital de Sant Joan de Déu de Manresa, però que en el patró de bandes del 

PFGE hi havia dues bandes de diferència. 

 

Figura 51. Dendrograma de la relació filogenètica entre 37 soques de Klebsiella pneumoniae productores d’OXA-48, 

obtingut per cgMLST. 

 
Figura 52. Dendrograma dels diferents subpulsotips del pulsotip E.  Tot i que no s’observa en l’esquema la soca del 

subtipus E13 es troba en la mateixa posició que la soca de subtipus E12. 
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Figura 53. Distribució temporal dels diferents subpulsotips del pulsotip E al llarg de l’estudi. 

 

 

Amb la tècnica de cgMSLT vàrem voler valorar si existia una relació entre la distribució temporal dels 

subtipus E i els canvis evolutius (Figura 53). I, efectivament, en el dendrograma es pot observar com 

les soques aïllades al gener están al centre de la figura menter que les del novembre cap als extrems. 

El mes de desembre semblava una excepció. De les tres soques aïllades al desembre, només una 

estava a l’extrem del dendrograma. 

 

4.9.  PlasmidFinder 

Els resultats de la pujada de les seqüències obtingudes per WGS al web PlasmidFinder estan detallats 

a la taula 23. L’avantatge, en aquest cas, és que tenim, no només el grup d’incompatibilitat sinó 

també, el plasmidi amb el qual hi ha l’homologia més elevada dins del mateix grup. Els resultats 

mostraren que totes les soques presentaren els plasmidis L/M, FIB i FII, excepte un cas en que no es 

va detectar el grup L/M (CARB039). En dos casos (ST101; A1 i A2) s’identificà el grup R i en dos casos 

més el grup HI1B (ST405; E4 i E5). Al comparar-ho amb els resultats obtinguts amb la PBRT vàrem 

observar que els grups FIB, FII i HI1B no s’havien pogut detectar per la tècnica convencional.  El cas 

del grup IncFII es va resoldre utilitzant iniciadors específics per a FIIK. En canvi PlasmidFinder no va 

detectar el grup ColE ni el grup L/M en una soca.  

Quan mirem la relació evolutiva dels plasmidis en les soques del pulsotip E s’observa que tenien els 

mateixos plasmidis, excepte les soques CARB022, CARB056 i CARB106 que presentaven també un 

plasmidi del grup FIB però d’origens diferents. A més, les soques CARB056 i CARB106 havien  adquirit 

el plasmidi HI1B (Figura 54).  
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Taula 23. Perfil plasmídic obtingut de la WGS de les 37 soques seleccionades. 

MLST PFGE Seqüenciació massiva PBRT 

101 A1, A2 L/M (pOXA-48) (100); FIB (K) (98,93); FIB (PKPHS1) (95,54); FII (96,83); R 
(100)  

L/M, R, 
ColE 

  A3 L/M (pOXA-48) (100); FIB (K) (98,93); FII (96,83) L/M, ColE 

17 B L/M (pOXA-48) (100); FIB (K) (98,93); FIB (Mar) (99,77) L/M 

1233 C L/M (pOXA-48) (100); FIB (K) (98,93); FIB (Mar) (99,77) L/M, ColE 

14 D L/M (pOXA-48) (100); FIB (K) (98,93) L/M 

405 E1 (7), E2, E3, E5 (3), E6 
(2), E7, E9, E12 (2), 
E13, E15, E18 (2) 

L/M (pOXA-48) (100); FIB (K) (98,93); FII (K) (95,95) L/M 

 E1, E8, E14, E17 L/M (pOXA-48) (100); FIB (K) (98,93); FII (K) (95,95) L/M, ColE 

 E4 L/M (pOXA-48) (100); FIB (Mar) (100); FIB (K) (98,93); FIB (PKPHS1) (95,36); 
FII (K) (95,95); HI1B (99,47)  

L/M 

 E5 L/M (pOXA-48) (100); FIB (Mar) (100); FIB (K) (98,93); FII (K) (95,95); HI1B 
(99,47)  

L/M 

 E10 FIB (K) (98,93); FII (K) (95,95) L/M 

 E11 L/M (pOXA-48) (100); FIB (K) (98,93); FIB (PKPHS1) (96,01); FII (K) (95,95) L/M 

  E16 L/M (pOXA-48) (100); FIB (K) (98,93); FII (K) (95,95) L/M, FIA, 
F 

Entre parèntesi el nom del plasmidi amb qui més homologia mostra la nostra seqüència i el percentatge d’homologia. 

Ressaltat en verd les discordàncies entre PlasmidFinder i PBRT. 

 
Figura 54. Dendrograma dels diferents subpulsotips del pulsotip E i la relació amb els diferents plasmidis detectats. Entre 

parèntesi el nom del plasmidi amb qui més homologia mostra la nostra seqüència i el percentatge d’homologia. 
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Per a diferenciar entre IncL i IncM, utilitzant els resultats de la WGS, es van estudiar els gens excA, 

traX i traY . En la comparació es va trobar que els tres gens eren presents en 35 de les 37 soques. Una 

d’ aquestes dues soques negatives, havia donat negatiu per IncL/M al PlasmidFinder. En les 35 

soques on es van detectar els gens, aquests mostraren una homología del 100% amb la seqüència 

aminoacídica dels plasmidis pOXA-48 i pKPOXA-48N1, i d’un 99% amb el plasmidi pKpn-E1.Nr7. 

4.10.  ResFinder 

Els resultats de pujar les seqüències obtingudes per WGS al web del ResFinder mostren una elevada 

concordància amb els mètodes convencionals, amb l’afegit que es va poder determinar la presència 

dels gens strA/strB que confereixen resistència a l’estreptomicina, dels gens oqxA/oqxB relacionats 

amb la permeabilitat cel·lular, dels gens drfA i sul2 (resistència al trimetoprim/sulfametoxazol), fosA 

(fosfomicina), catB3 (cloranfenicol), tet(A)  i tet(D)(tetraciclina) (Taula 24). 

Una data a resaltar és que la presència d’aquests gens de resistència van en concordança amb els 

subtipus de PFGE trobats. Per altra banda, s’han trobat discrepàncies amb els resultats obtinguts per 

tècniques convencionals, que s’han re-comprovat, no només repetint la PCR sinó també amb 

tècniques d’hibridació (Taula 25). Els problemes han succeït principalment entre la presència i 

absència en sis soques de l’oxacil.linasa OXA-1 i la BLEA CTX-M-15. Un cas reflecteix la discrepància 

amb la presència i absència dels gens qnrB i qnrS. 
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Taula 24.A. Resultat de la ResFinder. 
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Taula 24.B. Resultat de la ResFinder. 
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Taula 25. Discrepàncies entre els resultats dels WGS i els de PCR o hibridació. 

ST Soca Resultat 

WGS  

Resultat (PCR / hibridació) 

101 CARB115 qnrB
- 
, qnrS

-
 qnrB+ (PCR) qnrS+(PCR) 

405 CARB050 OXA-1
-
 OXA-1

+
 (PCR) 

 CARB009 OXA-1
-
 OXA-1

+
 (PCR) 

 CARB056 OXA-1
-
 OXA-1

+
 (PCR / hibridació) 

 CARB039 CTX-M-15
+
 CTX-M-15

-
  (PCR)

a 
 

 CARB184 CTX-M-15
-
 CTX-M-15

+
 (PCR)

 b
 

 CARB044 CTX-M-15
+
 CTX-M-15

-
 (PCR / hibridació)

 a
  

a
, sense el patró de sensibilitat característic de BLEA; 

b
, amb el patró de 

sensibilitat característic de BLEA. 

 

Voler observar l’evolució al llarg del temps de l’adquisició de les resistències fou complex i de fet no 

hi va haver un resultat concloent (Figura 55). De manera general i presumptiva podríem dir però que 

hi havia una tendència a perdre gens de resistència, més que a guanyar-ne. 

 

 

Figura 55. Dendrograma dels diferents subpulsotips  del pulsotip E i la relació amb els gens bla (A), gens que codifiquen 

AME (B)  i gens que codifiquen altres resistències (C). Les imatges es poden comparar amb la distribució temporal de la 

figura 53. Totes les soques presentaven els gens blaSHV-76, dfrA14, qnrB66, oqxAB, fosA. 
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4.11.  Alteracions en la permeabilitat 

Al llarg de l’estudi s’ha anat observant que soques estretament relacionades epidemiològicament i 

amb els mateixos gens de resistència associats, mostraven un patró de sensibilitat diferent. Algunes 

d’aquestes diferències estaven centrades en antibiòtics relacionats amb alteracions de la 

permeabilitat com cefalosporines de segona generació (cefoxitina), els carbapenèmics o les 

quinolones. 

Per això a les 37 soques seleccionades per a realitzar el cgMLST, de les quals podíem obtenir les 

seqüències nucleotídiques de diferents gens implicats en alteracions de la permeabilitat, es va 

determinar la CIM d’una sèrie d’antibiòtics que es pot veure afectada per alteracions de la 

permeabilitat com la colistina, tigeciclina, ciprofloxacina, cefalosporines i carbapenèmics (Taula 26). 

Sabent que la bomba d’expulsió AcrAB té afinitat per certs compostos62,388com els betalactàmics, la 

tigeciclina o el bromur d’etidi es va voler valorar si aquest mecanisme estava involucrat en les 

diferències en el patró de sensibilitat que s’havia observat entre soques d’un mateix pulsotip i/o 

subpulsotip. Per això, es van seleccionar quatre parelles de soques, que es corresponien amb les que 

més diferències hi havia en el patró de sensibilitat, per a determinar l’acumulació de bromur d’etidi. 

Les parelles seleccionades foren: de la ST101, les soques CARB058 (A3) i CARB077 (A2); i de la ST405 la 

parella del subpulsotip E1, CARB011 i CARB050, del subtipus E5, CARB128 i la CARB182, i del subtipus 

E12 la CARB112 i la CARB130. 
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Taula 26. CIM de les 37 soques seleccionades per a determinar el paper de les bombes d’expulsió AcrAB. 

Soques MLST/Pulsotip FOX CTX MER ERT G TGC CIP COL FOS CLR MNO 

CARB115 101/A1 16 32 1 2 32 2 >8 <1 16 4 32 

CARB077* 101/A2 >128 >32 >8 >2 32 4 8 >8 256 8 >32 

CARB058* 101/A3 32 >32 2 >2 32 0,5 >8 >8 >64 >64 32 

CARB122 1233/C 8 0,5 0,5 0,5 <0,25 0,5 <0,0625 <1 64 2 2 

CARB117 14/D 4 1 0,5 0,5 <0,25 0,5 <0,0625 <1 8 4 2 

CARB098 17/B 4 16 0,25 0,25 8 0,25 1 <1 128 2 1 

CARB007 405/E1 4 32 0,5 0,5 16 0,5 0,5 <1 128 4 2 

CARB009 405/E1 8 >32 1 1 >32 0,5 >8 <1 128 4 2 

CARB011* 405/E1 4 >32 1 1 <0,25 0,5 0,5 <1 >512 4 2 

CARB050* 405/E1 128 >32 1 2 >32 4 >8 >8 64 32 32 

CARB015 405/E1 4 >32 0,5 0,5 >32 0,5 2 <1 64 4 2 

CARB037 405/E1 >32 >32 1 0,5 32 0,5 0,5 2 128 4 2 

CARB102 405/E1 8 1 1 1 0,5 0,5 2 <1 512 2 1 

CARB125 405/E1 32 0,5 0,5 1 0,5 4 8 <1 128 32 16 

CARB039 405/E10 32 1 1 1 32 2 8 <1 32 16 8 

CARB184 405/E11 64 >32 0,25 1 2 2 >8 >8 >512 8 4 

CARB112* 405/E12 32 >32 4 >2 16 4 >8 <1 128 32 16 

CARB130* 405/E12 8 >32 1 1 >32 1 4 >8 64 8 2 

CARB096 405/E13 8 >32 8 1 16 1 0,25 <1 32 8 4 

CARB010 405/E14 8 >32 2 1 32 2 4 <1 64 16 2 

CARB026 405/E15 16 >32 4 >2 16 1 2 2 128 32 2 

CARB183 405/E16 8 >32 1 2 0,5 0,5 2 2 32 32 1 

CARB044 405/E17 4 1 1 0,5 1 0,5 4 <1 <512 4 2 

CARB040 405/E18 16 >32 2 >2 32 2 >8 <1 64 >64 16 

CARB139 405/E18 4 >32 1 1 16 0,5 8 <1 64 4 16 

CARB020 405/E2 64 >32 2 2 16 4 >8 <1 128 >64 32 

CARB042 405/E3 >128 >32 >8 >2 >32 >8 >8 >8 >512 >64 >32 

CARB106 405/E4 128 >32 >8 >2 >32 2 >8 <1 64 16 8 

CARB022 405/E5 8 >32 0,5 1 32 0,5 2 <1 64 4 2 

CARB056 405/E5 32 >32 1 2 >32 4 >8 <1 128 64 32 

CARB128* 405/E5 64 8 0,5 0,25 32 0,5 0,125 <1 >512 8 2 

CARB182* 405/E5 >128 >32 >8 >2 >32 4 >8 <1 512 64 16 

CARB065 405/E6 16 >32 4 >2 0,5 0,5 4 <1 128 4 4 

CARB166 405/E6 <1 <0,25 <0,125 0,25 >32 0,25 2 2 8 <1 0,5 

CARB038 405/E7 64 >32 4 <0,125 32 4 >8 8 16 64 32 

CARB100 405/E8 2 >32 1 1 32 0,5 2 <1 256 2 4 

CARB123 405/E9 8 >32 2 1 >32 1 2 <1 64 4 4 

AMC (amoxicil·lina/ àcid clavulànic), TZP (piperacil·lina/tazobactam), FOX (cefoxitina), CTX (cefotaxima), MER 
(meropenem), ERT (ertapenem), G (gentamicina), TGC (tigeciclina), CIP (ciprofloxacina), COL (colistina), FOS 
(fosfomicina), CLR(cloranfenicol), MNO (minociclina). 
*Soques seleccionades per a l’estudi de l’expressió de les bombes d’AcrB. 
Totes les soques tenien una CIM a AMC de >64/32 i a TZP >256/4 
El color blau representa resistència. 

 

Els resultats dels estudis d’acumulació de bromur d’etidi (Figura 56) suggereixen que en la parella de 

la ST101 no hi havia diferències significatives en l’expressió de la bomba AcrAB, doncs els valors de 

fluorescència relativa en ambdós casos foren similars. En canvi, sí s’observaren diferències entre les 

parelles dels subpulsotips E1 i E12. En aquests casos, hi havia una menor captació de la fluorescència 

en les soques sensibles indicant que aquestes podrien expressar la bomba d’expulsió AcrAB i per 

tant, tenen més capacitat per extreure a l’exterior els antimicrobians afins a aquestes bombes, 

concretament ens podem fixar en la ciprofloxacina i tigeciclina,  que són els antimicrobians que més 
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s’han estudiat en Klebsiella. La raresa està en la parella del subpulsotip E5 que ens donaren uns 

resultats invertits, que semblaven indicar una sobreexpressió d’aquesta bomba en la soca resistent. 

 

 
Figura 56. Determinació de la fluorescència relativa del bromur d’etidi  en les soques: A,  ST101 (A2 i A3) ; B, ST405 (E1); C, 

ST405 (E12): D, ST405 (E5).  El blau representa la soca sensible i el vermell la soca resistent. 

Per tal de millor entendre el resultat invertit de les soques del subtipus E5, es va mesurar l’expressió 

dels gens acrA i acrB  mitjançant la tècnica de qRT-PCR, utilitzant el gen gapA, com a gen de 

referència d’una expressió basal. 

Els resultats de qRT-PCR, recollits a la taula 27, mostraren que no existia una diferència significativa 

en l’expressió del gen acrB entre les dues soques, doncs en ambdós casos el nivell d’expressió dels 

gen acrB respecte al gen gapA era similar, d’unes 15 vegades més.  

 Taula 27. Resultats de la qRT-PCR. 

 

 

 

 

Per tant, de les quatre parelles seleccionades, en dos casos sembla que hi ha una major activitat de 

les bombes acrAB que podrien explicar perquè hi ha soques més resistents i d’altres més sensibles, 

però en dos casos aquesta major activitat no sembla ser la causa.  

 

Soques Mean Conc acrB Stand Conc gapA Increment de l’expressió 

CARB128 2.98x10
4
 1.92x10

3
 15.5x 

CARB182 6.02x10
4
 4.01x10

3
 15.0x 

Mean concentration: concentració mitjana de l’expressió del gen acrB 

Standard concentration: la concentració obtinguda de la corba estandard aconseguida en l’expressió 

del gen gapA. 
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Un altre aspecte que podria afectar els valors de la CIM és l’alteració de les proteïnes de la 

membrana externa, les porines. Per tant, donat que teníem seqüenciat el genoma de 37 soques, 

vàrem voler determinar si podrien haver mutacions en els gens de diferents porines que es podrien 

correlacionar  amb la variabililitat del fenotip de resistència. Vàrem estudiar els gens de les porines 

PhoE, LamB, OmpK26, OmpK35, OmpK36 i OmpK37, comparant genoma les seqüències obtingudes 

per WGS de les 37 soques amb la seqüència aminoacídica de la soca de K. pneumoniae ATCC 13883 

(JSZI00000000), que en estudis previs s’havia utilitzat com a soca de referència al ser sensible i no 

mostrar canvis en les seqüències de les porines, i la soca K. pneumoniae MGH78578 (CP000647) que 

presenta mutacions en determinades porines que están relacionades amb un increment de 

resistència als antimicrobians. 

Els resultats mostren que no hi havia diferències en les porines PhoE i LamB. En el cas de la OmpK26, 

totes les soques foren 100% homòlogues amb la soca de K. pneumoniae ATCC 13883 excepte la 

CARB098 (ST17), on s’observà la substitució Asn94Leu, deguda al canvi en la base nucleotídica 282 

d’una guanina (G) per una tirosina (T). Pel que fa a la OmpK35, la seqüència aminoacídica de les 37 

soques és 100% homòloga a la de la porina OmpK35 de la soca de K. pneumoniae ATCC 13883, però 

amb la seqüència de MGH78578 hi ha diferència en la part final de la proteïna, degut a la inserció en 

la seqüència de MGH78578 d’una guanina(G) en la posició 873 que canvia el marc de lectura. Aquest 

canvi dóna com a resultat l’absència d’aquesta proteïna a la membrana cel·lular. 

 Les dues porines on es trobà més variabilitat fou en les OmpK36 i OmpK37 (Taules 28 i 29). En el cas 

de la OmpK36 es va trobar que 31 soques presentaven un 92% d’homologia amb la seqüència 

aminoacídica de la soca ATCC 13883, i un 100% d’homologia amb les seqüències aminoacídiques de 

les soques K. pneumoniae NTUH-K2044 (AP006725.1) i  NVT2001 (GU461279.1). Les sis soques 

restants, presentaven un major nombre de mutacions puntuals al comparar-ho amb la soca ATCC 

13883. D’aquestes sis soques, n’hi ha dues, les soques CARB042 i CARB182, que presentaven una 

deleció en la seqüència nucleotídica (en diferents lloc en cada soca) que va originar un canvi en el 

marc de lectura, donant lloc a una terminació primerenca de la traducció. Així doncs, a aquestes dues 

soques els hi mancava la porina OmpK36. Les altres quatre soques presentaven mutacions puntuals 

que, tot i donar lloc a proteïnes de membrana (OmpK36) diferents a la de la soca de referència ATCC 

13883, havien estat identificades prèviament. Les mutacions puntuals en l’OmpK36 d’aquestes 

quatre soques no foren les mateixes, per això es feu una anàlisi de forma individual, amb altres 

seqüències de l’OmpK36 de soques de K. pneumoniae descrites en altres estudis. La seqüència 

aminoacídica de l’OmpK36 de les soques CARB077 i CARB039  presentaren una homologia del 99% 

amb l’OmpK36 de la soca de K. pneumoniae NTUH-K2044. La diferència estava en que la CARB077 

tenia una glicina (Gly) i un àcid aspàrtic (Asp) de més a les posicions 136 i 137, degut a la inserció de 

6pb (GGCGAC), és a dir, de dos codons (Figura 57). I, en el cas de la CARB039 hi havia quatre 

diferències, una de les quals era l’aparició d’una Arginina (Arg)  a la posició 201, degut a 

modificacions en el marc de lectura amb la inserció de quatre pb i la deleció d’una pb (Figura 57). La 

seqüència aminoacídica de l’OmpK36 de la soca CARB098, de la ST17, presentà un 100% d’homologia 

amb l’OmpN de la soca de K. pneumoniae (WP_020801664.1), un 99% amb la de la soca de K. 

pneumoniae 1516 (AFN06757.1), també de la ST17, on s’hi descrivia dos canvis, dos nous codons en 

la posició 349 (Gln i Gly), i un 95% d’homologia amb l’OmpK36 de la soca de K. pneumonaie NTUH-

K2044 (Figura 57). Finalment, la seqüència aminoacídica de l’OmpK36 de la soca CARB122 (soca 

resistent només a les penicil·lines) mostrava un 97% d’homologia amb la seqüència de l’OmpK36 la 
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de soca MGH78578, degut a tres substitucions aminoacídiques: Asp306Asn, Glu308Gly i Gly315Tyr, i 

una inserció que origina sis codons (AsnPheThrGlyValAsn) a la posició aminoacídica 324 (Figura 57). 

Al fer una recerca més extensa, es va  trobar la seqüència d’una porina idèntica, amb una homologia 

del 100%, malgrat no tenir la seqüència completa (únicament tenia seqüenciada 331 aminoàcids de 

382), de la soca KUN-2012-0129 (AB933364) (Figura 58).  

En el cas de la OmpK37, 32 de les 37 soques presentaren una homologia aminoacídica del 100% amb 

la soca de K. pneumoniae Kp52.145 (PMC4214299), soca virulenta del ST66, així com un 99% amb la 

K. pneumoniae MGH78578 i un 95% d’homologia amb la K. pneumoniae ATCC 13883. Les diferències 

aminoacídiques es poden apreciar en la taula 29. Quatre soques foren 99% homòlogues a la 

seqüència de K. pneumoniae ATCC 13883, degut a que presentaven una inserció de tres pb (TAA) que 

originava una Asparagina (Asn) a la posició 26 (Taula 29), i un 95% d’homologia amb la seqüència de 

K. pneumoniae MGH78578 amb un seguit d’insercions d’aquesta soca amb comparació amb les 4 

soques de l’estudi, que han ocasionat l’aparició de codons que els hi mancaven a aquestes quatre 

soques, com per exemple a la posició 26 (Asn), entre els posicions 238 i 241 (AspAsnAsnPhe) i entre 

les posicions 280 i 285 (SerSerAsnGlyGly). La soca restant, CARB098, presentà una homologia 

aminoacídica del  95% amb la K. pneumoniae MGH 78578 i era un 98% homòloga a la seqüència de K. 

pneumoniae ATCC 13883, degut a  la inserció de tres pb (TAA) així una substitució, Thr265Ala. 

 

Per tant, a l’analitzar les seqüències aminoacídiques de les diferents porines varem observar 

diferències, però cap en comú i cap que estigués directament relacionada amb la resistència. 

L’excepció estava en les soques CARB042 i CARB182 que no produïen la OmpK36 i es mostraven 

altament resistents a la totalitat d’antibiòtics testats, excepte la colistina en la CARB182. 
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Taula 28. Mutacions en OmpK36. 
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Taula 29. Mutacions en OmpK37. 
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Figura 57. Alineament de la seqüència aminoacídica de l’OmpK36 de les soques CARB039, CARB077, CARB098 i 

CARB122 amb altres seqüències descrites: JX310551 (AFR33747.1), JX310550 (AFR33746.1), MGH78578, JX310577 

(AFR33753.1), NTUH-K2044, JX31552 (AFR33748.1), JX291114 (AFV34540.1) I ATCC 13883. 

 

 

 

 

 

Figura 58. Alineament de la seqüència aminoacídica de l’OmpK36 de la soca CARB122 amb l’OmpK36 de soca 

KUN-2012-0129. 
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4.12.  Estudi de les mutacions en les dianes d’acció de les quinolones (QRDRs) 

Al disposar dels resultats de la seqüenciació massiva de les 37 soques, es van voler comparar 

les seqüències nucleotídiques i aminoacídiques dels gens gyrA, gyrB, parC i parE amb els gens 

de la soca de referència ATCC 13883, soca sensible a les quinolones, per tal de descriure 

possibles mutacions que ens expliquessin la resistència a quinolones en aquestes soques. 

De les 37 soques, 29 presentaven una CIM a ciprofloxacina ≥ 2 mg/L (Taula 26) però només es 

varen observar  mutacions en GyrA i ParC en les tres soques de la ST101  (CARB058, CARB077, 

CARB115). En la soca del ST17 es varen observar dues mutacions en GyrA que no han estat 

descrites com a causa de resistència i per tant és lògic que no confereixi una resistència d’alt 

nivell, i en la soca del ST405 es trobà una mutació només en GyrA (Taula 30). En cap cas es van 

trobar mutacions en gyrB i parE. 

 

Taula 30. Mutacions en les QRDR. Comparació de les seqüències aminoacídiques dels gens gyrA i parC de les 

soques de l’estudi amb les de la soca de referència ATCC 13883 

Soca PFGE ST NAL CIP CIM (CIP) GyrA ParC 

CARB115 A1 101 9 9 >8 Ser83Tyr, Asp87Gly Ser80Ile, Asn304Ser 

CARB077 A2 101 9 9 8 Ser83Tyr, Asp87Gly Ser80Ile, Asn304Ser 

CARB058 A3 101 9 9 >8 Ser83Tyr, Asp87Ala Ser80Ile, Asn304Ser 

CARB098 B 17 24 36 1 Ala863Val, Thr868Ile - 

CARB039 E10 405 12 11 8 Ser83Ala - 

En negreta mutacions ja descrites com a causa de  resistència.  
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L’aparició de microorganismes multiresistents ha anat emergint a mesura que s’han anat 

aplicant els nous tractaments antibiòtics. La presència d’aquests microorganismes 

multiresistents és un  greu problema a nivell mundial, tant en l’àmbit hospitalari com en el 

comunitari, com en el del medi ambient3,6,392,393. Aquesta situació es deu fonamentalment a 

dos fets. Un, és el fet que els gens de resistència implicats es troben en diferents elements 

genètics mòbils, com les seqüències d’inserció, els transposons o els plasmidis, que possibiliten 

la disseminació de les resistències. El segon, és el fet que hi ha una pressió antibiòtica selectiva 

(intra i extrahospitalària) degut a un mal ús o abús dels nous antibiòtics. En aquest context, els 

carbapenèmics han jugat un paper important en el tractament d’infeccions causades per 

bacteris gramnegatius multiresistents218,222,394. Els carbapenèmics són estables a la hidròlisi de 

la majoria de betalactamases, incloses les betalactamases d'espectre ampliat (BLEA) i les AmpC 

adquirides395. No obstant això, la seva efectivitat ha minvat des de l'aparició de les 

carbapenemases i d’altres mecanismes de resistència, relacionats amb alteracions de la 

permeabilitat cel.lular. 

Les carbapenemases han estat detectades en Enterobacteriaceae des del 1993 amb blaIMP-1 en 

Serratia marcescens al Japó396–398, blaKPC-1  en K. pneumoniae als EUA al 199652, blaVIM-1 en P. 

aeruginosa a Itàlia al 1999399, blaOXA-48 en K. pneumoniae a Turquia al 2004299 o  blaNDM-1  en K. 

pneumoniae a l’Índia al 2009249. La primera descripció de carbapenemases en enterobacteris a 

Espanya va ser la metal·lobetalactamasa VIM-1 en E. coli i K. pneumoniae al 2005400 i, no és fins 

l’abril del 2009 que es va descriure la primera soca de K. pneumoniae productora de la 

carbapenemasa OXA-48308; des de llavors s'han descrit diversos brots i casos aïllats 

d'enterobacteris, fonamentalment produïts per K. pneumoniae236,303,321. A Madrid, en un centre 

hospitalari terciari es van aïllar, entre els anys 2009 i 2011, 97 soques de K. pneumoniae 

productores de carbapenemases, de les quals 58 foren productores de l’OXA-48, és a dir, el 

59,8%362. Segons dades de l’estudi multicèntric realitzat per Miró et al. 401 i les del Programa de 

Vigilància de la Resistència a Antibiòtics del Centre Nacional de Microbiologia (PVRA-CNM) en 

dos anys es va passar de cap cas registrat (2009-2010) a 163 casos (2012)236. I, al 2013, de 83 

hospitals espanyols402 ja es descriuen 235 soques de K. pneumoniae les productores d’OXA-48, 

observant en aquest cas que les soques pertanyien als ST11 (33,6%) i ST405 (31,1%). 

La prevalença de la carbapenemasa OXA-48 depèn en gran mesura de l'àrea geogràfica, de les 

espècies, del període d'estudi, així com del criteri de selecció utilitzat. A més, és difícil de 

determinar perquè en la majoria d’estudis es parla de nombre de casos, però no els descriuen 

dins del total de soques aïllades per aquella espècie. És per aquest motiu que la comparació de 

les dades de prevalença entre estudis és complex. A nivell mundial s’ha observat un augment 

en països que estan al voltant de l’àrea mediterrània com França357, Grècia323 o l’Orient 

Mitjà353,382. Un exemple, on es descriu la prevalença és un estudi realitzat al Ibu Roch University 

Hospital al Marroc al 2011 on varen descriure una prevalença del 5,4% en soques de K. 

pneumoniae (9 de 166 soques productores d’OXA-48)377. A més de l’àrea mediterrània, un 

increment de  la seva difusió s’ha constatat en altres zones del món, com per exemple a 

Noruega331, EUA305, Bèlgica310, Alemanya312, Regne Unit305,320, Israel300, Japó381, Rússia300 o 

Austràlia325.  

A nivell de l’Estat Espanyol aquesta prevalença ha incrementat de forma exponencial des de la 

detecció per primer cop al 2009 en K. pneumoniae a l’Hospital Universitario La Paz303, a 
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Madrid, aïllen 71 soques de K. pneumoniae que suposava una prevalença del 5,3% que va 

incrementar per brots compresos entre l’abril del 2009 i el setembre del 2010303. Segons 

l’estudi realitzat per el Programa de Vigilància de la Resistència a Antibiòtics del Centre 

Nacional de Microbiologia (PVRA-CNM)236, citat anteriorment, la prevalença global estimada 

d'infeccions degudes a soques de K. pneumoniae  productores de la carbapenemasa OXA-48 a 

Espanya respecte al total de soques resistents a carbapenèmics que varen rebre va ser del 

75,4% (153/203). En el nostre estudi la prevalència del les soques productores de la 

carbapenemasa OXA-48 (n=85), en relació al total de soques que varen donar un resultat 

positiu (o fals positiu) en el THM (n=171) fou del 49,7%, i respecte el total de soques 

seleccionades, és a dir respecte al total de soques de K. pneumoniae resistents a betalactàmics 

(n=3901) fou del 2,2%. És evident que el criteri de selecció de soques en ambdós casos es 

diferent i que en el nostre estudi s’inclouen soques que no presentaven resistència a 

carbapenèmics. A més, el nombre de centres participants, en el estudi de d’Oteo et al.236 van 

ser 49 centres pertanyents a 24 àreas geogràfiques de l’Estat Espanyol236 i en el nostre són 12 

hospitals de Catalunya.   

 

Un dels factors que pot afectar el càlcul de la prevalença és la técnica de detecció del 

mecanisme de resistència. La detecció fenotípica de les soques productores d’OXA-48 és difícil 

perquè normalment aquest enzim no confereix una resistència d’alt nivell als betalactàmics. 

Segons Poirel et al. al 2004299, l’OXA-48 confereix resistència a penicil·lines i a les combinacions 

amb inhibidors de betalactamases, sensibilitat a les cefalosporines i una feble activitat enfront 

els carbapenèmics, essent el més afectat l’ertapenem. A més, la producció d’OXA-48, s’ha vist 

associada a la producció d’altres betalactamases, principalment s’ha descrit que es coexpressa 

amb una BLEA (p.e. tipus CTX-M). En el nostre estudi només una soca no seguia aquesta 

premissa, la resta, exceptuant les altres dos soques de les seqüencies tipus minoritàries, 

expressaven també la BLEA, CTX-M-15 o en el seu defecte una TEM-1 i/o una l’oxacil·linasa, 

OXA-1. Aquesta soca, pertanyent a una seqüencia tipus minoritària, es mostrà només resistent 

a les penicil·lines i a la combinació amb inhibidors, sense cap tipus d’activitat enfront les 

cefalosporines i els carbapenèmics. En el 89,4% de les soques, la resistència o disminució de la 

sensibilitat observada enfront les cefalosporines de tercera generació, (cefotaxima, 

ceftazidima, ceftriaxona),  cefalosporines de quarta generació, (cefepime) i monobactams 

(aztreonam), així com la sinergia observada amb àcid clavulànic, era un clar indici de producció 

d’una betalactamasa d’espectre ampliat (BLEA) i concretament totes expressaven la BLEA CTX-

M-1510,403–405.  

També es creu que, supeditat a aquesta possible subestimació de la presencia d’aquestes 

betalactamases fonamentat en l’anàlisi dels patrons de resistència hi ha la falta de tests 

desenvolupats per a detectar la producció d’aquestes carbapenemases.  Fins aquest moment, 

el mètode més emprat és el THM10,277,281–283, tot i que s’ha observat que la seva especificitat 

per OXA-48 és baixa i que precisa d’ulls experts, poden diferenciar els negatius dels positius 

dèbils. A més, hem pogut constatar que la presència de falsos positius es deu a 

hiperproduccions d’AmpC o BLEA que es creu que poden actuar conjuntament amb alteracions 

de la permeabilitat10. A part del THM hi ha altres  mètodes de detecció fenotípica: medis 

cromogènics, tècniques de disc difusió amb substrats i inhibidors específics de 
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carbapenemases o tècniques colorimètriques (p.e. test CarbaNP)285,286,287 que permeten 

detectar la producció de carbapenemases i descarten les hiperproduccions de BLEA i/o AmpC. 

Tot i així, els mètodes definitius estan en emprar tècniques moleculars (p.e. PCR), que avui en 

dia són les que tenen una major sensibilitat, especificitat i rapidesa. 

Per tal d’evitar una subestimació de la prevalença, en aquest estudi es van seleccionar totes 

aquelles soques de K. pneumoniae que presentaven un patró de sensibilitat diferent al natural, 

és a dir, que fossin resistents a les aminopenicil·lines i les carboxipenicil·lines i presentessin 

resistència a algun de la resta de antibiòtics betalactàmics (cefalosporines, carbapenèmics, 

monobactàmics, i combinacions amb inhibidors de betalactamases). Del total de les 3.901 

soques de K. pneumoniae aïllades durant el 2012 en els 12 hospitals, un 4,4% varen resultar 

positives per al THM i d’aquestes, només un 49,7% van resultar portadores de l’OXA-48.  Així 

doncs, tot i que el THM és la tècnica d’ús recomanada pel CLSI per a detectar soques 

productores de carbapenemasa272,273,280–282,298,406, hem observat una baixa especificitat per 

l’elevat nombre de falsos positius. Els quals es corresponien a  soques que presentaren una 

BLEA i/o una AmpC adquirida. Des de la modificació del test al 2000, i la recomanació de la 

seva utilització pel CLSI al 2009, s’han realitzat varis estudis comparant els resultats amb els 

obtinguts  amb altres mètodes com el test de doble disc (DDT)282,407. Tots  aquests estudis  han 

arribat a la conclusió que aquesta tècnica és útil com a cribatge de soques productores de 

carbapenemases, sobretot de la classe A i D.  Per a les carbapenemases de classe B, es 

recomana afegir sulfat de zinc en el medi per poder detectar la seva activitat, descartant així  

els falsos negatius, però no els falsos positius, com soques hiperproductores de BLEA o AmpC. 

Totes aquestes dades fan que es consideri el THM, una tècnica amb una bona sensibilitat (95%) 

però amb una baixa especificitat10,219,221,277–282,383,404,406,408–418. Actualment es manté aquesta 

tècnica de detecció de carbapenemases en gran part dels laboratoris de diagnòstic, tot i que se 

n’han desenvolupat altres amb una major especificitat. Algunes d’aquestes altres tècniques 

utilitzen el canvi de pH produït en la hidròlisi dels carbapenèmics per l’acció de les 

carbapenemases com a indicador de la seva presència (p.e Carba NP286, BlueCarba287) o 

directament utilitzen la hidròlisi dels carbapenèmics per l’acció de les carbapenemases per 

inactivar disc de carbapenèmics i així permetre el creixement de soques sensibles a aquests 

antibiòtics, com és el cas del CIM (Carbapenem Inactivation Method)285. 

Aquesta poca estandardització en les tècniques de detecció, no només afecta la determinació 

del valor de la prevalença, sinó també l’aplicació de la política de prevenció d’establiment de 

soques multiresistents que hi ha en els diferents hospitals. La ràpida propagació d’una soca 

dins d’un mateix centre hospitalari és una gran problemàtica, que requereix una ràpida 

implementació de diverses mesures per evitar la seva difusió. Això no només succeeix en 

centres hospitalaris, sinó també en centres sociosanitàris, on poden poden disseminar 

fàcilment aquests microorganismes419,420. A més, com  ja ha succeït amb altres betalactamases, 

dins de determinades comunitats i regions hi pot haver una propensió a que es converteixin en 

endèmiques dins i fora dels centres hospitalaris, p.e. la NDM-1 a l’Índia245–248, la VIM-1 a 

Grècia300 o l’OXA-48 a Turquia299, fet que ens mostra que la dispersió en la comunitat no 

s’hauria de menystenir. De fet, la prevalença d’altres mecanismes de resistència, com la 

producció de BLEA en la comunitat està en molts casos al votant del 7%403,421–426. Segons el CDC 

(Centers of Disease Control and Prevention), es considera que una infecció és d’origen 
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intrahospitalari o nosocomial, quan la contrau un pacient que porta més de  48 hores ingressat 

a l’hospital427. Però no s’especifica, si les infeccions relacionades amb l’assistència sanitària cal 

incloure-les com a nosocomials. Friedman et al. al 2002428 defineix  una infecció 

intrahospitalària quan hi ha un hemocultiu positiu després de les 48h. o més d’ingrés. En el cas 

que el pacient ve transferit d’un altre hospital cal considerar el temps d’ingrés tenint en 

compte la data del primer dia d’ingrés en el primer centre.  L’autor defineix una bacterièmia 

relacionada amb l’assistència sanitària quan el pacient té un hemocultiu positiu en el moment 

de l’ingrés hospitalari o dins de les 48h de l’ingrés i: 1) va rebre teràpia intravenosa a la llar; 

havia de curar-se de ferides o tenia servei d'infermeria especialitzada a través d'una agència de 

cura de la salut, familiars o amics; o tenia la teràpia mèdica intravenosa autoadministrada en 

els 30 dies abans de la bacterièmia; 2) va assistir a un hospital o clínica d'hemodiàlisi o van 

rebre quimioteràpia intravenosa en els 30 dies abans de la bacterièmia; 3) va ser hospitalitzat 

en un hospital d'aguts durant 2 o més dies en els 90 dies abans de la bacterièmia; 4) resideixen 

en una llar d'avis o de cures a llarg termini. Finalment, els mateixos autors defineixen la 

bacterièmia comunitària com aquella que té un pacient al fer l’ingrés hospitalari o 48h després 

de l’ingrés, i no està relacionat amb l’assistència sociosanitària. 

Seguint els criteris del CDC427 i de Friedman et al.428 i amb les dades obtingudes dels centres 

participants, en aquest estudi els casos d’infecció per K. pneumoniae productora d’OXA-48 van 

ser d’un 48,2% d’origen nosocomial i d’un 35,3% relacionats amb l’assistència sanitària,  

percentatges similars al que s’ha descrit en estudis realitzats tant a Espanya236,303,321, com 

arreu305,312,320. També hi havia un no menyspreable 16,4% dels pacients d’origen comunitari, 

encara que és possible que aquesta dada estigui sobreestimada, doncs creiem que en alguns 

casos no s’han recollit prou dades sobre ingresos o tractaments previs d’alguns pacients. Tot i 

així, al Marroc429, descriuen un percentatge del 13% en  soques de K. pneumoniae productores 

de l’OXA-48.  

En el nostre estudi, el pacients infectats per K. pneumoniae portadora d’OXA-48, foren 

majoritàriament persones grans, amb una mitjana d’edat de 76 anys i de sexe femení (61%). La 

majoria patien una infecció del tracte urinari (55%), trobant-se un 7% de bacterièmies.  Aquest 

perfil és similar a l’observat en altres estudis, com per exemple el realitzat a Bèlgica en nou 

hospitals, entre el 2010 i el 2011319, on descriuen set soques de K. pneumoniae productores 

d’OXA-48, un 71% de les quals s’aïllaren en homes amb una mitja d’edat de 65 anys (amb un 

nen de 3 anys) i infecció urinària.  A Grècia, entre el desembre del 2011 i el març del 2012, es 

van detectar nou pacients infectats per K. pneumoniae portadora de OXA-48 en cinc hospitals 

diferents323, els quals tenien una mitja d’edat de 66,3 anys (rang d’edat entre els 35 i els 89 

anys) i, on el 55,5% de les soques causaren bacterèmia.  

El tractament de les infeccions per enterobacteris han anat fent-se cada cop més complexe, 

degut a l’increment del nombre de mecanismes de resistència que han anat apareixent i a 

l’increment del percentatge de soques resistents. Primer, en la dècada dels 80, amb la 

propagació mundial d’enterobacteris productors de BLEA, ja es van limitar les opcions 

terapèutiques de les cefalosporines de tercera generació, i ara, amb l’aparició dels 

enterobacteris productors de carbapenemases i la coexpressió d’aquestes amb les BLEA, ha 

quedat limitat l’ús dels carbapenèmics. A més, també han incrementat el nombre d’altres gens 
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de resistència que afecten a altres famílies i classes d’antibiòtics, i que malauradament, es 

poden difondre a través dels mateixos vectors, plasmidis, transposons, etc. En aquests casos 

de multiresistència s’han explorat les teràpies combinades amb diferents antibiòtics, com l'ús 

d'agents de tercera línia, amb una eficàcia terapèutica dubtosa i, en canvi, un augment de la 

toxicitat451,452. Avui no hi ha un tractament eficaç enfront aquestes soques multiresistents. 

S’està avaluant  la utilitat de la tigeciclina, però es veu enfosquida per l’alt percentatge de 

soques productores de carbapenemases que en són resistents, i la utilitat de la colistina, l'últim 

antibiòtic amb una fiable activitat in vitro, però que està limitada per la toxicitat, l’eficàcia 

moderada i l'aparició de resistències436–441. Antigament el tractament combinat bàsic era la 

combinació d’algun betalactàmic d’elecció amb algun aminoglicòsid442, però en l’actualitat 

aquest tractament s’ha variat, ampliant el repertori d’antibiòtics. Les teràpies poden ser 

diverses, no hi ha res establert, ja que com s’ha mencionat també depèn de les resistències 

associades, malgrat que s’han obtingut bons resultats en l‘ús de teràpies combinades on 

s’utilitzin polimixines, glicilciclines i aminoglicòsids443,444. La teràpia combinada té com a 

objectiu intentar aconseguir una acció sinèrgica de varis antibiòtics que provoquin la mort 

cel·lular. Uns altres factors influents en l’elecció del tractament són el tipus d’infecció i la 

forma d’administració445.  

 

Un dels factors que pot afavorir la selecció de microorganismes productors de 

carbapenemases és el tractament previ amb aquests o altres antibiòtics327,438,440,446–448. Així 

doncs una pressió selectiva utilitzant penicil·lines, inhibidors de betalactamases, cefalosporines 

de primera i segona generació i algun carbapenèmic, p.e. l’ertapenem, podrien donar lloc a la 

selecció d’una soca productora de la carbapenemasa OXA-48300,327,449,450. En el nostre estudi 

l’antibiòtic més utilitzat prèviament a identificar la K. pneumoniae productora de l’OXA-48, 

tant com a monoteràpia com combinat amb altres antibiòtics, va ser la combinació de 

l’amoxicil·lina i l’àcid clavulànic en un 36% dels casos, i un 14% varen rebre carbapenèmics. 

Tractaments possiblements dirigits a tractar una infecció per soca productora de BLEA tal com 

menciona Fariñas et al. al 2013437. Són pocs els treballs publicats en els que es dóna informació 

del tractament rebut per als pacients infectats/colonitzats per K. pneumoniae productora de la 

carbapenemasa OXA-48. Uns exemples són els estudis realitzats per Poirel et al. al 2004299 a 

Turquia, el de Voulgari et al. al 2013323 a Grècia, o el de Cuzon et al. al 2014374 a Algèria. En tots 

ells es constata una amplia varietat de tractaments previs havent-hi generalment una gran 

quantitat de tractaments amb betalactàmics, que depenen dels protocols d’actuació dels 

diferents centres implicats en aquests estudis i de les malalties de base. En els estudis 

preaviment mencionats, s’observa un elevat ús dels carbapenèmics, especialment en 

combinació amb altres antibiòtics. En el nostre cas només es van utilitzar en monoteràpia com 

a tractament previ en un 12%.  

Un cop identificat un enterobacteri productor d’una carbapenemasa, el tractament dirigit va 

en funció de l’antibiograma obtingut, així doncs és comú l’utilització combinada 

d’aminoglicòsids amb colistina i/o tigeciclina i/o fosfomicina299,323,374, tot i que s’ha observat  

que una soca productora d’una carbapenemasa sol també presentar multiresistència i en 

moltes ocasions inclou als aminoglicòsids451,452. Un 9,4% dels pacients de l’estudi havien rebut 

tractament combinat on se’ls hi havia administrat el carbapenèmic i/o l’aminoglicòsid 

acompanyat d’algun o alguns del següents antibiòtics: colistina, fosfomicina, tigeciclina, alguna 
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cefalosporina de tercera generació, inhibidor de betalactamases, nitrofurans.  Malauradament 

amb les dades que disposem només podem descriure els diferents casos i no podem conloure 

si aquests tractament varen tenir o no cap influència en l’evolució del malalt. En l’estudi  va 

haver una mortalitat del 4,7%, on en un cas, el pacient havia estat tractat amb només un 

carbapenèmic, i en tres casos restantsamb teràpia combinada: carbapenèmic amb polimixina 

(un cas); carbapenèmic amb polimixina, aminoglicòsid i un inhibidor de betalactamases (els 

dos restants).  

 

Les soques de K. pneumoniae multiresistents solen presentar, en general, una menor diversitat 

genètica que la que s’observa en E. coli. A més, K. pneumoniae acostuma a estar més 

freqüentment involucrada en brots hospitalaris437,443,444. Segons aquest estudi, a Catalunya i 

dins de les soques de K. pneumoniae productores d’OXA-48 hi ha circulant cinc grups clonals,  

pulsotips de l’A al E, trobant-se dins del pulsotip A i del pulsotip E 3 i 18 subtipus, 

respectivament. La clona E ha causat brots nosocomials en tres hospitals: Hospital Genetal de 

Vic, Hospital General de Granollers i Hospital Sant Joan de Deu, i la clona A en l’Hospital 

General de l’Hospitalet i en el centre sociosanitari La Santa Creu. Els pulsotips descrits en 

aquest estudi, A-E, es corresponien a les seqüències tipus ST101, ST17, ST1233, ST14 i ST405, 

respectivament. La ST405, majoritari (77,64%), s’ha detectat en tots els hospitals excepte a 

l’Hospitalet. Aquesta ST va ser descrit per primer cop en una soca aïllada a Casablanca 

(Marroc)453, portadora dels gens blaTEM-1, blaSHV-76, blaCTX-M-15 i blaOXA-1, però no blaOXA-48.  Les 

primeres soques de la ST405 portadores del gen blaOXA-48 foren descrites per Paño-Pardo et 

al.303 a Espanya, el 2013, i anaven acompanyades per la resta de gens: blaTEM-1, blaSHV-76, blaCTX-

M-15 i blaOXA-1. En el nostre cas un 86,4% de les soques portaven els quatre gens, lluny del 2,35% 

que descriviren a Bélgica  o de la única soca estudiada per Potron et al.357 en un estudi 

multicèntric internacional que incloïa països com França, Marroc, Turquía o Bèlgica. Una altra 

diferència entre les soques de K. pneumoniae productores d’OXA-48 de la ST405 està en 

l’entorn del gen blaOXA-48.  A Espanya, Paño-Pardo et al.303, i al Marroc, Potron et al.357, van 

descriure que es localitzava en el transposó Tn1999, en canvi a Bèlgica, Glupczynski et al.319, 

van descriure que es localitzava en el Tn1999.2. En el nostre estudi es reflecteix aquesta 

diversitat, essent el Tn1999.2 el majoritari amb un 89,4% dels casos. En canvi hi ha un únic 

plasmidi que és el responsable de la difusió del gen blaOXA-48, del grup d’incompatibilitat IncL 

(anteriorment classificat com a IncL/M). En algun d’aquests estudis es van estudiar els gens 

que confereixen resistència enfront els aminoglicòsids i les quinolones, com és el cas del de 

Glupczynski et al.319 on un 75% de les soques tenien el qnrB1 i l’aac(6’)-Ib-cr, o el realitzat per 

Samuelsen et al.331 on la soca estudiada també tenia un qnrB i l’aac(6’)-Ib-cr. Aquests resultats 

són similars als observats en el nostre estudi, on el 89,4% de les soques pertanyents a la ST405 

tenien el gen l’aac(6’)-Ib-cr i el 97% el gen qnrB.  

Així doncs, la ST405 esta clarament associat als gens blaCTX-M-15, blaOXA-1 i blaTEM-1. En aquesta ST 

el gen blaOXA-48  es localitza majoritàriament en l’entorn Tn1999.2 i està vehiculat per un 

plasmidi IncL. 

En el nostre estudi es van aïllar 16 soques (18,8%) productores de la carbapenemasa OXA-48 

que pertanyien a la ST101. Aquesta ST s’ha trobat en els hospitals de Mataró i el de General de 

Vic, i fou l’única ST aïllat a l’Hospital General de l’Hospitalet. Aquesta ST es va aïllar per primer 
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cop als EUA el 2006 en soques d’origen boví454, de les qual no es descriu si portaven algun gen 

de resistència. Posteriorment, se l’ha relacionat amb la carbapenemasa KPC-2 a EUA, Brasil, 

Espanya i Itàlia237,454–457, amb la NDM-1 a Turquía 458, amb la BLEA SHV-12 a Txèquia459 i la CTX-

M-3 a Taiwan460 i Grècia49. Tal com hem observat en el nostre estudi, diferents treballs314,357 

mostren que les soques pertanyents a aquesta ST i que produeixen la carbapenemasa OXA-48, 

tenen el gen blaOXA-48  localitzat en el Tn1999.2 , excepte Espedido et al.325 que la va descriure 

en el transposó Tn1999. De la mateixa manera que en la ST405, el gen blaOXA-48 es situa en un 

plasmidi IncL/M, que posteriorment s’han caractertizat com IncL. En el cas de Espedido et al.325 

el plasmidi trobat tenia una homologia del 95%  amb el plasmidi IncL, degut a que a més de 

tenir el transposó Tn1999, hi havia dos transposons més. Les soques de la ST101 presentaren 

la penicil·linasa cromosòmica SHV-1, tal com també descriu Poirel et al. al 2014458, en canvi 

Cuzon et al. al 2010461 hi trobaren la SHV-11. I, a l’igual que amb la clona de ST405, en la ST101 

el gen blaOXA-48 es troba associat als gens blaCTX-M-15, blaOXA-1 i blaTEM-1 en la resta d’estudi entre 

el 100% i el 53% 297, 436, 439357, i en el nostre en un 68,7%. Malauradament no comptem amb 

informació sobre la presència d’altres gens de resistència  a aminoglicòsids o quinolones per 

poder comparar el fet que les soques de la ST101, a diferència de la ST405, a més de portar els 

gens acc(3’)-IIa, aac(6’)-Ib hem trobat els gens aac(2’)-Ia, ant (2’)-Ia o aph(3’)-Ia. I, és on hem 

descrit l’únic factor de resistència a quinolones, el qnrS, a part del qnrB. 

La soca de la ST17 es va aïllar a l’Hospital General de Granollers. Aquesta seqüència tipus es va 

identificar per primera vegada a França el 2005386 i ha estat descrita com a portadora de la 

carbapenemasa KPC-2 a  Grècia i a Brasil462,463.  En l’estudi de Glupczynski et al.319 la localització 

del gen blaOXA-48 estava en el Tn1999.2 i en el plasmidi IncL/M, d’aproximadament una mida de 

63 Kb, concordant amb els nostres resultats. L’OXA-48 en soques de la ST17 pot405,464,465 o 

no319, 380 anar associada a altres betalactamases, concretament les BLEA CTX-M-15 i SHV-12; en 

el nostre cas no anava associada. La presència de gens de resistència a aminoglicòsids només 

està determinada en l’estudi d’Oteo et al.405 on les soques eren portadores dels gens aac(6’)-

Ib-cr i aac(3’)-IIa. A més descriu dues soques resistents a la ciprofloxacina, una de les quals 

tenia el gen qnrB4. En el nostres estudi la soca fou sensible als aminoglicòsids i a quinolones, i 

només era portadora dels gens que codifiquen la bomba d’expulsió OqxAB i dels gens strA i 

strB. 

La soca pertanyent a la ST14 es va  aïllar a l’Hospital General de Vic. La ST14 va ser descrita per 

primera vegada a França el 2005 en una soca productora de la BLEA CTX-M-15386 i, 

posteriorment, es va descriure en altres indrets del món380,466,467. Pel que fa a les 

carbapenemasas, la primera soca de K. pneumoniae productora de la carbapenemasa OXA-48 

que es va aïllar a Turquia299 pertanyia a aquesta ST. També s’ha trobat  en soques portadores 

de NDM-1 a la Índia249, Suècia o Regne Unit468, i en soques productores de la KPC-2 als EUA469. 

En la primera soca descrita, l’OXA-48 estava situada en el Tn1999, en canvi nosaltres l’hem 

trobat en l’entorn Tn1999.2 a l’igual que Potron et al.357. En el nostre estudi la soca només era 

portadora de la carbapenemasa OXA-48 i la penicil·linasa cromosòmica SHV-1, a diferència de 

la de la soca aïllada al 2001 a Turquía, portadora de la SHV-11. En el cas de Poirel et al.299 les 

soques eren també portadores de la CTX-M-15. Pel que fa referència a les resistències 

associades, només Potron et al.357 menciona que tres de les quatre soques  eren resistents a 

les quinolones i als aminoglicòsids, però no descriu els gens implicats. La nostra soca era 
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sensible a la resta d’antibiòtics estudiats i només era portadora dels gens que codifiquen la 

bomba d’expulsió OqxAB. 

La ST1233 es descriu per primera vegada en aquest treball i és un SLV (single locus variant) de 

la ST540. La soca de K. pneumoniae ST1233 es va aïllar de la mostra urinària d’un pacient de 70 

anys, amb una infecció del tracte urinari, tractada amb ciprofloxacina. Aquesta soca 

presentava resistència a l’ampicil·lina, piperacil·lina i a l’amoxicil·lina/àcid clavulànic, i era 

portadora de les betalactamases OXA-48 i SHV-42. Aquesta penicil·linasa cromosòmica, la SHV-

42, variant de la SHV-1, és el tercer cop que es descriu a nivell mundial. Prèviament s’havia 

descrit en un cas a Canadà i a l’Índia470,471. En aquests estudis, la SHV-42, es classifica com a 

BLEA, degut a la seva activitat enfront cefalosporines de tercera generació (cefotaxima i 

ceftazidima), tanmateix en el nostre estudi la soca és sensible a ambos antibiòtics. De fet, 

l’activitat enfront cefalosporines de tercera generació està en discussió. En aquests dos estudis 

catalogaven aquesta variant de la SHV-1 com a una BLEA mitjançant estudis “in silico” de 

l’estructura protèica i de l’activitat enzimàtica, sense realitzar estudis de clonació i 

transformació; a més en els dos estudis hi havia soques amb activitat BLEA  a les quals no es va 

poder identificar quin tipus d’enzim produïa dita activitat. Però tot i així ells catalogaven la 

SHV-42 com a una BLEA sense proves concluents. Això posa en discussió si la SHV-42 és o no 

una BLEA. En el nostres estudi la soca fou sensible als aminoglicòsids i a quinolones, i només 

era portadora dels gens que codifiquen la bomba d’expulsió OqxAB. 

Utilitzant els criteris més exigents, es van agrupar les STs en grups anomenats complexes 

clonals (CC). Un complex clonal està format per un conjunt de STs que  comparteixen  6 al·lels 

idèntics dels 7 locus. Aquesta classificació s’ha fet utilitzant el eBURST(http://eburst.mlst.net/). 

Chen L. et al.472, al 2015, va descriure que s’havien descrit 136 CC i 528 singletons (STs simples 

que no pertanyen a cap CC). En un intent de proporcionar una estructura filogenètica dins de 

l’amplia epidemiologia de K. pneumoniae, Breuer et al.453 va proposar subdividir els CCs en 

grups clonals (CG), on la ST més prevalent seria el que donaria el nom al CG i incloure tant els 

SLV (Single Locus Variant) com els SLV d’aquests SLV. Per exemple, la ST258 és la ST més 

prevalent  del CG258, la ST512 és una SLV de la ST258; la ST650 és un SLV de la ST512, i així 

aquestes dos ST estan dins el llinatge filogenètic del CG258453. Les seqüències tipus que es 

descriuen en aquest estudi pertanyen al CG15 (ST14), al CG17 (ST17), al CG101 (ST101), CC450 

(ST405) i al CC540 (ST1233), segons es descriuen en diversos estudis387,474–476. El CG15 s’ha 

descrit en soques de K. pneumoniae productores de BLEA d’origen espanyol473, africà453 i 

vietnamita; el CG17 i CG101 en soques K. pneumoniae productores de BLEA d’origen francès i 

italià, respectivament473; i el CC405 en soques de K. pneumoniae productores de BLEA d’origen 

txec 459. 

Amb l’aparició de la seqüenciació massiva dels genomes microbians, es va obrir tot un ventall 

de possibilitats per a la seva tipificació filogenètica. Una d’elles és l‘anomenada core genome 

MultiLocus Sequence Typing (cgMLST o MLST+) que es basa en la tipificació mitjançant la 

comparació d’un alt nombre de gens dels diferents genomes, en comptes dels set o vuit que 

s’utilitzen en el MLST.  
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Les dades obtingudes per MLST+, mitjançant la seqüenciació massiva dels genoma de 37 

soques representatives dels diferents pulsotips (i subpulsotips) ens van permetre observar una 

elevada correlació amb els resultats obtinguts en l’estudi de clonalitat, mitjançant PFGE, i els 

de filogènia, mitjançant el MLST. A més ens va permetre observar la diferència genètica, el 

nombre de gens de diferència entre les diferents STs i entre els diferents subtipus dins una 

mateixa ST. Tot i la correlació dels resultats, també es van observar certes discrepàncies. Dins 

de la ST405, ens vàrem trobar dues parelles que per MLST+ eren idèntiques i que en canvi per 

PFGE presentaven diferents subtipus.Una parella englobava els subtipus E12 i E13 (dues bandes 

de diferència) i l’altra dels subtipus E1 i el E16 (amb dues bandes de diferència). Totes les soques  

van ser aïllades en diferents hospitals i clínicament no semblava que hi hagués cap relació 

epidemiològica. El problema actual del MLST+ és el de la interpretació dels resultats. En el 

nostre cas teníem el PFGE i el MLST per a poder agrupar les soques i establir relacions de 

clonalitat, però no sempre és així. Weterings et al.  al 2015477 va recórrer a l’ús de la WGS i al 

MLST+ per a l’estudi d’un brot en dues institucions hospitalàries d’Holanda originat per soques 

de K. pneumoniae del ST258 productores de la carbapenemasa KPC-2 i resistents a la colistina. 

Abans d’emprar aquestes tècniques havia realitzat el MLST i AFLP (“Amplified Fragment Length 

Polymorphism”), i al comparar els resultats, va trobar també una concordància entre el MLST+ 

i els d’AFLP englobant totes les soques en el mateix cluster, pertanyent a la ST258. També 

Bathoorn et al. al 2015478 van utilitzar tècnica el MLST+ per comparar una soca de K. 

pneumoniae, pertanyent a la ST16 i portadora de carbapenemasa NDM-5, aïllada d’un pacient 

holandés amb d’altres soques de la mateixa ST aïllades a Dinamarca, i varen concloure que les 

soques estaven relacionades clonalment, ja que no mostraven canvis en els al·lels. Així, és 

possible que per PFGE poguem detectar petites variacions del genoma com translocacions o 

mutacions en zones no codificadores i que crean o eliminen dianes per l’enzim de restricció, i 

que no són detectables o si més no valorables per MLST+. En abdós treballs es conclou doncs 

que el WGS és una tècnica potencial per l’estudi epidemiològic, que permet obtenir una 

extensa informació de l’ADN amb només una tècnica. 

Des de la identificació de la carbapenemasa OXA-48299 i el posterior estudi del seu entorn 

genètic303,348,350,479 s’ha descrit que el gen blaOXA-48 es trobava dins d’un transposó, el Tn1999, el 

qual depenent del nombre de seqüències d’inserció (IS1R) o de la inserció d’un altre transposó  

(Tn2015) ha donat lloc a diferents variants: Tn1999.2354, Tn1999.3349 i Tn1999.4479. A nivell 

mundial la més descrita és la Tn1999.2, tal i com van demostrar en un estudi intercontinental 

realitzat per Potron et al.357 on el 92,3% de les K. pneumoniae identificades en diferents 

regions del món (Marroc, França, Holanda, Bèlgica, Sud Àfrica, Líban, Tunísia, Turquia o Egipte) 

tenien el gen blaOXA-48 en el Tn1999.2. En aquest estudi el 91,8% presentaren aquest entorn, i 

es distribuïen entre tots les ST identificades, mentre que la resta que tenien el gen blaOXA-48 en 

el Tn1999 eren totes de la ST405. Les nostres seqüències del Tn1999.2, des de la IS1999 

upstream fins el gen lysR, són 100% idèntiques a les descrites en el plasmidi pKPN-El-Nr.7359, el 

qual mostra un elevat percentatge d’homologia (aprox.99%) amb altres plasmidis seqüenciats 

portadors del gen blaOXA-48. 

 

El gen blaOXA-48 s’ha descrit majoritàriament arreu en  un plasmidi conjugatiu del grup 

d’incompatibilitat IncL, anteriorment classificat com IncL/M. Aquest  plasmidi té un tamany 
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aproximat de 62 Kb303,348,390. Tal i com s’ha mencionat prèviament en l’apartat de l’introducció 

referit a l’OXA-48, el plasmidi IncL és l’únic responsable de la dispersió i difusió d’aquesta 

carbapenemasa en soques d’enterobacteris arreu del món312,314,320,323,331,354,367,375,376. També 

s’ha identificat aquest plasmidi com a portador dels gens merA (que codifica per una mercuri 

reductasa) i blaTEM-1
359

. 

 

És interessant ressaltar que la carbapenemasa OXA-48, que ha estat, i és la més freqüentment 

aïllada arreu, vagi acompanyada d’una BLEA pandèmica com la CTX-M-15305,306,314,317,324,357,480. 

És per això que ens vàrem preguntar si ambdós enzims es podrien difondre a través d’un 

mateix plasmidi o no. Els resultats mostren que els gens blaCTX-M-15 i blaOXA-1 es localitzaven en 

un plasmidi IncFIIK, tal i com descriu la bibliografia quan es fa referència a soques de K. 

pneumoniae productores de CTX-M-15125,213,481.  

L’alt percentatge (89,4%) de soques que coexpressen la OXA-48 i la CTX-M-15 ha estat 

ampliament documentada301,319,350,460, descrivint-se però en percentatges lleugerament 

inferiors (al voltant del 64%)260,303,305,311,314,317,326,357,480.  

El problema de les soques portadores de carbapenemasas és que són soques 

multiresistents219,222,238,252,482, i en el cas de l’OXA-48 no hi ha una excepció. Les soques han 

resultat ser resistents en la majoria dels casos a aminoglicòsids, quinolones, tetraciclines, 

cloranfenicol, sulfamides i fosfomicina. En el cas dels aminoglicòsids es van estudiar els  enzims 

modificadors d’aminoglicòsids (AME) i vàrem observar que els gens responsables de la 

resistència eren aac(3)-IIa i aac(6')-Ib-cr. La presència d’aquests gens també ha estat descrita 

per  Oteo J. et al.  al 2012321. Per mitjà de la WGS, a més, es va poder determinar que els gens 

de resistència a estreptomicina (strA i strB) i el gen  aph(3')-Ia en les soques de la ST101. 

Aquests gens no varen ser evaluats per les tècniques clàssiques perquè per al diagnòstic clínic 

només s’avaluen  la tobramicina, la gentamincina i l’amicacina. També cal dir que  tant el gen 

acc(3’)-IIa com el gen aac(6’)-Ib-cr s’han descrit en el plasmidi IncFIIK, conjuntament amb el 

gen blaCTX-M-15
125, això podria explicar el fet que la majoria de les nostres soques siguin 

portadores dels tres gens blaCTX-M-15, aac(3)-IIa i aac(6')-Ib-cr.  

Històricament, la resistència a quinolones s’ha associat a mutacions en les regions QRDR de les 

topoisomerases, en especial las subunitats GyrA i ParC en bacteris gramnegatius, mentre que 

la presència dels factors plasmídics pot trobar-se tant en soques sensibles com resistents a 

quinolones, tal i com hem pogut corroborar en el nostre estudi. Diversos estudis260,369,483 han 

cercat la relació entre resistència a quinolones i la presència dels Qnr en soques productores 

d’OXA-48. Talment els nostres resultats, descriuen soques resistents només a l’àcid nalidíxic 

amb qnrB, i sense presentar mutacions als QRDR483; o resistents a l’àcid nalidíxic i a la 

ciprofloxacina amb amb qnrS i/o qnrB, però no havent estudiat els QRDR260,369. Aprofitan que 

teníem les seqüències de les topoisomerases, obtingudes per WGS, varem voler determinar si 

en la resistència a quinolones també hi estava implicada la regió QRDR. I, únicament es van 

observar canvis en la seqüències de GyrA i ParC en cinc soques. Algunes mutacions  ja havien 

estat descrites com a causa de la resistència  quinolones, com per exemple, en GyrA Ser83Tyr 

o Asp87Gly 88,89,91,95–102, o en ParC Ser80Ile89,91,96–100,103,106,484,485;  però també, com en el cas de 

la soca del pulsotip B (ST17), les mutacions trobades en gyrA no es trobaven en cap regió 

codificant important. Així doncs, en el  86,5% de les nostres soques la resistència a quinolones 
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no es deu a mutacions en els QRDR,  cap doncs la possibilitat que l’accumulació de mutacions 

ens els qnr poguessin originar resistència a les quinolones142 , o més plausible i amb una major 

concordança amb els nostres resultats, seria el fet de la presència conjunta dels gens qnrB, 

aac(6’)-Ib-cr i la modificació de l’activitat de la bomba d’expulsió OqxAB, podria generar dita 

resistència486. 

 

També vam observar per WGS que totes els soques presentaven la bomba d’expulsió OqxAB. 

Aquesta bomba participa en el grau de resistència a les quinolones quan la seva expressió ha 

estat truncada o quan es sobreexpressa487–489; tot i que en un principi es creia que es trobaria 

en totes les soques de K. pneumoniae, en algúns estudis, com per exemple un de  Rodríguez-

Martínez et al.490 hi ha soques que no la presenten tot i no esclarir el perquè d’aquesta 

absència.   

 

Davant l’evidència de la diversitat de patrons de resistència als antibiòtics betalactàmics en 

soques d’un mateix clon i amb el mateix genotip, es va voler observar si les proteïnes de la 

membrana externa, porines, i la bomba d’expulsió AcrAB hi jugaven algun paper que expliqués 

aquesta diversitat.  

En K. pneumoniae, les porines que per alteracions en la seva expressió poden originar canvis 

en la sensibilitat del bacteri enfront antibiòtics betalàctamics i/o fluoroquinolones són 

l’OmpK35, l’OmpK36 i la LamB32,34,39,40,47,49,323,491. Per mitjà de la WGS vàrem determinar que les 

porines LamB, PhoE, OmpK35 no presentaven cap dels canvis estructurals que han estat 

descrits que afecten el seu funcionament34,48,492. En el cas de la porina OmpK26, només hi havia 

una soca que presentava una substitució, però que no afectava a la viabilitat de la porina ni a 

la seva funcionalitat. En l’estudi de García-Sureda et al.37 descriu que el paper d’aquesta porina 

s’accentua amb pèrdua de les porines principals (OmpK35 i OmpK36) ja que compensa 

l’absència d’aquestes dues, i en el cas de sobreexpressar-se s’ha vist que pot conferir 

resistència als carbapenèmics. I en el cas de la porina quiescent OmpK3733,51,52, les soques amb 

canvis puntuals i/o insercions en la seqüència nucleotídica tot i provocar un canvi estructural a 

nivell proteïc, no tenien cap efecte en la sensibilitat, ja que com s’ha citat,51,52, l’alteració 

d’aquesta porina no ha estat relacionada amb la resistència antibiòtica. 

La més descrita ha estat l’OmpK36, la seva pèrdua o tenir una variant específica d’aquesta 

porina, en soques de K. pneumoniae productores de BLEA o AmpCp, s’ha associat amb un 

descens de la sensibilitat als carbapenèmics46,493,494 i també pot comportar una disminució de 

la sensibilitat a fluoroquinolones35. En el cas que també hi hagi una deficiència de la porina 

OmpK35, aquesta sensibilitat es redueix encara més. En el nostres estudi el  83,4% de les 

soques, de les que se’ls va obtenir la seqüències de les porines (n=37), tenien la seqüència 

aminoacídica idèntica a la porina OmpK36 de la soca NTUH-K2044 i la de la soca NVT2001 

(GU461279.1). En canvi, l’altre 16,6% de les soques presentaven canvis: dues (CARB182, 

CARB042) presentaven una deleció en la seqüència nucleotídica (en diferents lloc en cada 

soca) que va originar un canvi en el marc de lectura, donant lloc a una terminació primerenca 

de la traducció. Aquestes dues soques eran resistents a fluoroquinolones i als carbapenèmics 

(ertapenem i imipenem). Així doncs, en el cas de la soca CARB182, la pèrdua de la porina 

OmpK36 sumat a que tenia una betalactamasa tipus CTX-M (CTX-M-15) i una carbapenemasa 

de classe D (OXA-48) podria explicar la elevada resistència a l’imipenem i l’ertapenem, i 
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segurament a la pèrdua de la porina OmpK36 si li sumem la possible sobreexpressió de la 

bomba d’expulsió OqxAB, això explicaria la elevada resistència a les quinolones (àc. nalidíxic) i 

a les fluoroquinolones (ciprofloxacina)35,489,490. En la soca CARB042, que no tenia la 

betalactamasa tipus CTX-M, tenia un patró de resistència enfront els carbapenèmics, 

quinolones i fluoroquinolones menor al de la soca CARB182.  

Les altres quatre soques presentaven mutacions puntuals que, tot i donar lloc a proteïnes de 

membrana (OmpK36) diferents a la de la soca de referència ATCC 13883, havien estat 

identificades prèviament.  

La soca CARB098 la seqüència de la seva porina Ompk36 era 99% semblant a la variant descrita 

com OmpK36-v532 específica de la ST17, mateixa ST que la soca CARB098, tot i que en aquell 

estudi les CIM als carbapenèmics variaven, p.e. imipenem (1 - >32) i ertapenem (0,38 - >32), 

degut a les carbapenemases (KPC-2 i/o VIM-1), i en el nostres cas la soca era sensible als 

carbapenèmics i només tenia l’OXA-48. La soca CARB039 tenia dos mutacions importants a 

nivell nucleotídic, i tenia un 99% d’homologia amb la seqüència aminoacídica de la porina 

OmpK36 de les soques NTUH-K2044 i la de la soca NVT2001 (GU461279.1), aquesta última 

descrita en un estudi realitzat per Matsumura Y. et al. al 2014493.  Si ens fixem amb el seu patró 

de sensibilitat, s’observà que era sensible a l’imipenem, a cefalosporines de tercera i quarta 

generació i cefoxitina, això ens indicà que tenia una OmpK36 viable i funcional, ja que tal i com 

s’ha dit amb anterioritat l’absència d’aquesta porina ocasionaria canvis en la sensibilitat a 

aquest antibiòtics34,38,40,43,45,48,49,489,492. La resistència d’aquesta soca a les quinolones no 

s’explicà, doncs, per la pèrdua de la porina OmpK36 ni cap altra porina, però sí per la mutació 

en gyrA, la presència del qnrB, aac(6’)Ib-cr i/o a la sobreexpressió de la bomba d’expulsió 

OqxAB, que tot i detectar-la no s’havia estudiat la seva expressió. En la soca CARB077, la seva 

porina OmpK36 era 99% semblant a la de les soques NTUH-K2044 i NVT2001 (GU461279.1), 

amb la única diferència, descrita per Shields et al.38, de la inserció de dos codons que no 

provocaven canvis estructurals que afectessin a la funcionalitat de la proteïna. El patró de 

sensibilitat d’aquesta soca als betalactàmics i a les  quinolones s’explica, en el cas dels 

betalactàmics per les betalactamases que presentava, i en el cas de les quinolones i les 

fluoroquinolones per les dues mutacions en gyrA i una en parC, la presència del aac(6’)Ib-cr i 

potser també a la sobreexpressió de la bomba d’expulsió OqxAB, que tot i detectar-la no s’ha 

estudiat la seva expressió. En la soca CARB122, la seva porina OmpK36 era 91% semblant a la 

porina OmpK36 de la soca ATCC 13883, 97% a la de la soca MGH78578, i 100% a la de la soca 

KUN-2012-0129, malgrat que aquesta última estava parcialment seqüenciada i li faltaven 42 

aminoàcids finals de la proteïna. Segons Matsumura et al. al 2014493, la soca que presentava 

aquesta OmpK36 modificada, per SDS-PAGE s’observava dita porina, demostrant que no 

estava afectada d’una manera que pugués afectar a la seva expressió. Aquesta soca  era 

resistent  solament a l’ampicil·lina, la piperacil·lina i la combinació amb l’inhibidor de 

betalactamases: amoxicil·lina/ àc. clavulànic. Presentava els gens blaOXA-48, i blaSHV-76, que 

expliquen el patró de resistència als antibiòtics betalactàmics. Així doncs, tot i presentar una 

variant de l’OmpK36 no semblava indicar que tingués un rol en el que es referia a la resistència 

enfront els antibiòtics. 

Finalment, mencionar que diferents estudis62,63,388 han postulat que una desregulació de la 

bomba d’expulsió AcrAB, podria donar lloc a una sobreexpulsió dels substrats als quals tenia 

afinitat, entre ells els antibiòtics betalactàmics, i així generar que la bactèria presentia 
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resistència a dits substrats; en el nostre estudi no es va poder afirmar, degut a la manca de  

diferències en la expressió d’aquesta bomba entre soques d’un mateix ST però amb diferent 

patró de sensibilitat als antibiòtics betalactàmics, i a altres famílies d’antibiòtics que també 

tenien afinitat per aquesta bomba (p.e. fluoroquinolones).  
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1. La prevalença de K. pneumoniae portadores de la carbapenemasa OXA-48 és baixa (2,2%).  

 

2. El test modificat de Hodge té una baixa especificitat per detectar la carbapenemasa OXA-

48. 

 

3. Entre les soques de K. pneumoniae productores de la carbapenemasa OXA-48 a Catalunya 

aïllades al 2012, es va detectat una baixa diversitat genètica, identificant-se 5 clons (A-E) 

per PFGE  que es correspongueren amb les ST101, ST17, ST14, ST1233 i ST405, 

respectivament. Això indica una difusió clonal de la carbapenemasa. 

 

4. L’OXA-48 és present en la majoria de centres estudiats (8 de 12) amb una baixa diversitat 

clonal (essent ST101 i ST405, les seqüència tipus majoritàries).    

 

5. El plasmidi IncL i l’entorn genètic Tn1999.2 són els elements genètics mòbils implicats en la 

difusió del gen blaOXA-48, seguint la dinàmica mundial. 

 

6. L’OXA-48 es troba freqüentment associada a la betalactamasa d’espectre ampliat CTX-M-15 

(89,4%) tot i que els gens responsables es troben en plasmidis diferents. 

 

7. Les soques portadores de l’OXA-48 dels ST101 i ST405 presentaven resistència associada a 

aminoglicòsids (95,3%), quinolones (85,8%) i sulfamides (89,4%).  

 

8. Els patrons de resistència a aminoglicòsids es justifiquen per la presència dels gens dels 

enzims modificadors d’aminoglicòsids (AME) AAC(3’)-IIa i/o AAC(6’)-Ib que confereixen  

resistència a kanamicina, tobramicina, gentamicina i amicacina. 

 

9. Dels diferents mecanismes de resistència a quinolones, QnrB s’ha trobat en el 88,2% de les 

soques.  Alteracions en la regió QRDR de les topoisomerases només s’han observat en el 

10% de les 37 estudiades per seqüenciació massiva.  

 

10. Els estudis d’expressió de les bombes d’expulsió AcrAB, que pretenien explicar les 

diferències en els nivells de resistència a betalactàmics i altres antimicrobians, no han estat 

concloents. L’anàlisi de les seqüències aminoacídiques de les porines tampoc no mostraren 

diferències que poguessin explicar el diferent fenotip. 

 

11. La seqüenciació massiva del genoma microbià s’ha mostrat com una eina útil per als estudis 

d’epidemiologia molecular i per a la detecció de mecanismes de resistència. Tot i això, la 

detecció de certes discrepàncies en les relacions clonals de les soques obtingudes per altres 

tècniques, com el PFGE, o discrepàncies amb la detecció individualitzada de gens de 

resistència, fa que s’hagi de valorar amb cura els resultats obtinguts i, possiblement, s’hagi 

d’optimitzar tant la tècnica com sobretot les eines per a l’anàlisi de les seqüències. 
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1. The prevalence of OXA-48 carbapenemase-producing K. pneumoniae was low (2.2%).  

2. The modified Hodge test has a low specificity for the detection of OXA-48 carbapenemase. 

3. Genetic diversity among the OXA-48 carbapenemase-producing K. pneumoniae strains 

isolated in Catalonia in 2012 was low. Five clones were identified (A to E) by PFGE 

corresponding to the strains MLST ST101, ST17, ST14, ST405 and ST1233, respectively. This 

indicates a clonal spread of this carbapenemase. 

4. OXA-48 was detected in the majority of the studied hospitals (8 of 12) with a low clonal 

diversity (ST101 and ST405 being the predominant sequence types). 

5.The IncL plasmid  and  genetic background Tn1999.2 were the mobile genetic elements 

identified as involved in the spread of the blaOXA-48 gene, which matches the global dynamic. 

6. OXA-48 was frequently associated with CTX-M-15 extended-spectrum beta-lactamase 

(89.4%), although the responsible genes were located in different plasmids. 

7. OXA-48-carrying ST101 and ST405 strains showed resistance associated with 

aminoglycosides (95.3%), quinolones (85.8%) and sulfonamides (89.4%). 

8. The aminoglycoside resistance pattern was justified by the presence of genes expressing 

aminoglycoside-modifying enzymes (AME) AAC(3')-IIa and / or AAC(6')-Ib, which confer 

resistance to kanamycin, tobramycin, gentamicin and amikacin. 

9. Of the various resistance mechanisms against quinolones, QnrB was found in 88.2% of the 

37 strains studied by massive sequencing.  Alterations in the QRDR region of topoisomerases 

were observed only in 10% of these strains. 

10.  Studies on the efflux pump AcrAB expression, aimed at understanding the differences in 

levels of resistance to beta-lactam and other antibiotics, were not conclusive. Analysis of porin 

amino acid sequences show any differences that could explain the variable resistance pattern. 

11. Massive sequencing of microbial genomes has proved to be a useful tool for molecular 

epidemiology studies and for the detection of resistance mechanisms. However, the detection 

of certain discrepancies in the clonal relatedness among strains when comparing results 

obtained with other techniques such as PFGE, or in the detection of individual resistance 

genes, calls for a careful assessment of the results, and possibly the techniques, above all the 

sequence analysis tools, need to be optimized. 
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ANNEX I. 

 Alineament de les seqüències aminoacídiques de la carbapenemasa OXA-48 i les seves 

variants. 

 

 

L’homologia aminoacídica de les variants amb l’OXA-48 és del  100% (OXA-48B), 99% (OXA-162, 

OXA-204, OXA-244, OXA-245, OXA-370, OXA-199) i 98% (OXA-181, OXA-163, OXA-232). 
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ANNEX II 

 

Test de Hodge modificat 

Protocol 
 

 Inocular en una placa de Mueller Hinton (Biomérieux España S.A, Madrid, Espanya) un 
escobillo mollat en una tub amb una suspensió 0,5 McFarland diluïda 1:10 de la soca  E. coli 
ATCC 25922 (soca sensible als carbapenèmics). 

 Col·locar un disc d’un carbapenem (imipenem, meropenem o ertapenem) al centre de la 
placa.  

 Inocular  2 colònies control, soca productora de carbapenemases (ATCC BAA-1705) i soca no 
productora de carbapenemases (ATCC BAA-1706), i la soca o soques problema formant una 
estria radial a partir de 2-3 mm del disc de carbapenem. Alternativament es pot efectuar una 
incisió en l’agar amb un portaobjectes a 2-3 mm del disc de carbapenem formant una estria 
radial i inocular l’interior de l’estria amb la soca problema.  

 Incubar a 36±2 ºC durant 18-24 hores a l’aire 
 
 
Interpretació dels resultats 
 

- Positiu: Un resultat positiu es posarà de manifest pel creixement de la soca d’E. coli ATCC 
25922 en la part d'intersecció entre l'halos d'inhibició que genera la difusió de l'antibiòtic i 
l'estria de la soca que era objecte del nostre estudi, formant així una esquerda a la part 
propera al disc. Això posa en evidència la presència de carbapenemases en la soca problema 
que han estat alliberades al medi permetent així el creixement d'E coli. 

 
- Negatiu: No hi ha creixement d'E.coli en el punt d'intersecció de l'estria de la soca problema i 

l'halos del inhibició del antimicrobià, és a dir, s'aprecia un halo d'inhibició perfecte al voltant 
del disc. 

 

 

Consideracions 

 Es poden estudiar fins a quatre o cinc  soques per placa. 

 En les soques que presentin un fenotip d’hiperproducció d’AmpC és necessari utilitzar agar 
Mueller Hinton suplementat amb cloxacil·lina (250 μg/ml) ja que els enzims AmpC presenten 
una certa activitat hidrolítica sobre els carbapenèmics que donen lloc a resultats falsament 
positius. La inhibició de les betalactamases AmpC també es pot  realitzar col·locant un discs 
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de cloxacil·lina 500 µg en Mueller Hinton un mínim de dues hores abans de col·locar el disc 
de carbapenem. 

 Si el resultat és ininterpretable (inhibició del creixement de la soca indicadora als costats de 
l’estria) es recomana repetir la prova utilitzant una altra soca indicadora com E. coli ATCC 
35218. 

 

ANNEX III 

 

Protocol de la tècnica de PCR i seqüenciació. 

 

Tècnica de PCR 

Mitjançant aquesta tècnica podem amplificar in vitro grans quantitats d’un fragment d’ADN. En el 

nostre estudi l’hem utilitzat per amplificar gens de resistència, replicons de plasmidis (Inc), entorns 

genètics, etc. Consta amb un procés previ, Pre-PCR, en el que s’obté l’ADN amb el que es treballarà, i 

uns processos posteriors, Post-PCR,  ens els que es visualitza el producte de PCR en un gel d’agarosa, 

i si es necessari, purificació, seqüenciació del producte i anàlisi de les seqüències. 

 

Iniciadors utilitzats per a la PCR i seqüenciació 

 

Iniciadors utilitzats en la PCR per a la caracterització dels gens bla, AME, PMQR i QRDR. 

Grup Gen Iniciadors Seqüència (5'-3') Tm 

PCR 

(ºC) 

Mida (pb) 

bla blaTEMt P4 AAAGAATTCTAAATACATTCAAATATG 55 938 

P3 AGTGTCGACTTACCAATGCTTAATCAGT 

blaSHVt SHVA CGCCGGGTTATTCTTATTTGTCGC 55 992 

SHVB TCTTTCCGATGCCGCCGCCAGTCA 

blaCTX-M-9t IATG GTGACAAAGAGAGTGCAACGG 55 850 

ISTOP ATGATTCTCGCCGCTGAAGCC 

blaCTX-M-AB CTX-A CTTTACCCAGCGTCAGA 55 393 

CTX-B GCGATGTGCAGTACCAGTAA 

blactx-m-3 M3 up ATGGTTAAAAAATCACTGCG 60 879 

M3 dn CTATTACAAACCGTCGGTG    

blaOXA-48  

  

OXA-48 up CGTTATGCGTGTATTAGCCTTAT 50 

 

 797  

 OXA-48 dn TTTTTCCTGTTTGAGCACTTCTTT 

blaGES 

  

GES-1-up ATGCGCTTCATTCACGCAC 50 

 

 863 

  GES-1-dn CTATTTGTCCGTGCTCAGG 

blaIMI 

  

IMI-up GTCACTTAATGTAAAACC 50 

 

 878 

  IMI-dn TTAAGGTTATCAATTGCG 

blaKPC 

 

KPC-up TGTCACTGTATCGCCGTC  50 

 

880  

 KPC-dn TTACTGCCCGTTGACGCC  

 blaNMC NMCA-up GTCACTTAATGTAAAGCA 50  878 

NMCA-dn GGTTATCAATTGCAATTC 

blaSME SME-up CGGCTTCATTTTTGTTTA 50 

 

 884 

SME-dn CAATTGCCTGAATTGCAAT 

 blaGIM GIM-up ACTTGTAGCGTTGCCAGC 50 721 
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 GIM-dn GTTATAGCGTAGCGTACT  

  GIM-dn AATCAGCCGACGCTTCAG 

blaIMP 

  

IMP up GAAGGCGTTTATGTTCATAC  50 

 

740 

 IMP dn GTAAGTTTCAAGAGTGATGC  

blaSPM SPM-1 A CTGCTTGGATTCATGGGCGC 50 783 

SPM-1 B CCTTTTCCGCGACCTTGATC   

blaVIM VIMB  ATGGTGTTTGGTCGCATATC  50 501 

VIMF TGGGCCATTCAGCCAGATC 

blaACCt 

  

ACCMF AACAGCCTCAGCAGCCGGTTA 60 

  

346 

  ACCMR TTCGCCGCAATCATCCCTAGC 

blaFOXt 

  

FOXMF AACATGGGGTATCAGGGAGATG 60 

  

190 

  FOXMR CAAAGCGCGTAACCGGATTGG 

blaDHAt 

  

DHAMF AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT 60 

  

405 

  DHAMR CCGTACGCATACTGGCTTTGC 

blaMOXt 

  

MOXMF GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT 60 

  

520 

  MOXMR CACATTGACATAGGTGTGGGTGC 

blaCITt 

  

CITMF TGGCCAGAACTGACAGGCAAA 60 

  

462 

  CITMR TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC 

blaCMY-2t 

  

CMY-2 ATG ATGATGAAAAAATCGTTATGC 55 

  

1143 

  CMY-2 STOP TTGCACTTTTCAAGAATGCGC 

blaDHA-1t 

  

DHA-1A CTGATGAAAAAATCGTTATC 55 

  

1141 

  DHA-1B ATTCCAGTGCACTCCAAAATA 

PMQR     qnrA 

  

QnrA Up ATTTCTCACGCCAGGATTTG 53 

  

516 

  QnrA Dn GATCGGCAAAGGTTAGGTCA 

qnrB 

  

QnrB Up GATCGTGAAAGCCAGAAAGG 53 

  

469 

  QnrB Dn ACGATGCCTGGTAGTTGTCC 

qnrS 

  

QnrS Up ACGACATTCGTCAACTGCAA 53 

  

417 

  QnrS Dn TAAATTGGCACCCTGTAGGC 

qepA QepA-F AACTGCTTGAGCCCGTAGAT 58 596 

QepA-R GTCTACGCCATGGACCTCAC 

AMEs ant(2")-Ia 

 

ANT-2"Ia FW ACGCCGTGGGTCGATGTTTGATGT 55  

 

 572 

 ANT-2"Ia R CTTTTCCGCCCCGAGTGAGGTG 

aac(6')-Ia 

 

ACC-6'-Ia FW ATGAATTATCAAATTGTG 40  

 

558  

 ACC-6'-Ia R TTACTCTTTGATTAAACT 

aac(3')-IIa 

 

AAC-3'-IIa FW GGCAATAACGGAGGCGCTTCAAAA  55 

 

563  

 AAC-3'-IIa R TTCCAGGCATCGGCATCTCATACG 

aac(6')-Ib 

 

ACC-6'-Ib FW CGCGCGGATCCAAAGTTAGGCATCACA  55 

 

 540 

 ACC-6'-Ib R ACCTGTACAGGATGGAC 

aac(6')-Ic 

 

ACC-6'-Ic FW CTACGATTACGTCAACGGCTGC  60 

 

 130 

 ACC-6'-Ic R TTGCTTCGCCCACTCCTGCACC 

aac(6’)-IId 

 

AAC(6')-liD FW TTGCAATGCTGAATGGAGAG 55  

 

 218 

 AAC(6')-liD RV CGTTTGGATCTTGGTGACCT 

aac(3’)-IVa 

 

AAC(3')-Iva FW GTGTGCTGCTGGTCCACAGC 55  

 

628  

  AAC(3')-Iva RV AGTTGACCCAGGGCTGTCGC 

aac(2’)-Ia 

 

AAC(2')-Ia FW AGAAGCGCTTTACGATTTATTA 50  

 

563  

 ACC(2')-Ia RV GACTCCGCCTTCTTCTTCAA 

aac(3’)-Ia AAC(3')-Ia FW GCAGTCGCCCTAAAACAAA 55  563  
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 AAC(3')-Ia RV CACTTCTTCCCGTATGCCCAACT   

aac(3’)-Ib 

 

AAC(3')-Ib FW GCAGTCGCCCTAAAACAAA 55  

 

563  

 AAC(3')-Ib RV GGATCGTCACCGTAGTCTGC 

ant(4’’)-IIa 

 

ANT(4'')-IIa 

FW 

CCGGGGCGAGGCGAGTGC 55  

 

 563 

 

ANT(4'')-IIa rv TACGTGGGCGGATTGATGGGAACC 

 

 

 

 

Iniciadors  dels diferents gens del MLST per K. pneumoniae. 

 

Gen Iniciadors Seqüència (5’-3’) Tm PCR (ºC) Mida (pb) 

rpoB F: Vic3 GGCGAAATGGCWGAGAACCA 50 501 

R: Vic2 GAGTCTTCGAAGTTGTAACC   

gapA F: gapA173 TGAAATATGACTCCACTCACGG 60 450 

R: gapA181 CTTCAGAAGCGGCTTTGATGGCTT   

mdh F: mdh130 CCCAACTCGCTTCAGGTTCAG 50 477 

R: mdh867 CCGTTTTTCCCCAGCAGCAG   

pgi F: pgi1F GAGAAAAACCTGCCTGTACTGCTGGC 50 432 

R: pgi1R CGCGCCACGCTTTATAGCGGTTAAT   

phoE F: phoE604.1 ACCTACCGCAACACCGACTTCTTCGG 50 420 

R: phoE604.2 TGATCAGAACTGGTAGGTGAT   

infB F: infB1F CTCGCTGCTGGACTATATTCG 50 318 

R: infB1R CGCTTTCAGCTCAAGAACTTC   

tonB F: tonB1F CTTTATACCTCGGTACATCAGGTT 45 414 

R: tonB2R ATTCGCCGGCTGRGCRGAGAG   

 

 

 

Iniciadors diferents utilitzats per a seqüenciar els productes de PCR del MLST 

 

 

Gen Iniciadors Seqüencia (5’-3’) 

infB infB2F ACTAAGGTTGCCTCCGGCGAAGC 

pgi pgi2F CTGCTGGCGCTGATCGGCAT 

pgi2R CTGCTGGCGCTGATCGGCAT 
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Iniciadors utilitzats per a la tipificació plasmídica  

Grup Inc. Iniciadors Seqüència (5’-3’) Tm (ºC) Mida (pb) 

HI1 HI1 FW GGAGCGATGGATTACTTCAGTAC 60 471 

HI1 RV TGCCGTTTCACCTCGTGAGTA   

I1/Iγ I1 FW CGAAAGCCGGACGGCAGAA 60 139 

I1 RV TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT   

HI2 HI2 FW TTTCTCCTGAGTCACCTGTTAACAC 60 644 

HI2 RV GGCTCACTACCGTTGTCATCCT   

X X FW AACCTTAGAGGCTATTTAAGTTGCTGAT 60 376 

X RV TGAGAGTCAATTTTTATCTCATGTTTTAGC   

L/M L/M FW GGATGAAAACTATCAGCATCTGAAG 60 785 

L/M RV CTGCAGGGGCGATTCTTTAGG   

N N FW GTCTTAGCAGCTTACCGAAG 60 559 

N RV GTTTCAACTCTGCCAAGTTC   

FIA FIA FW CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG 60 462 

FIA RV GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG   

FIB FIB FW GGAGTTCTGACACACGATTTTCTG 60 702 

FIB RV CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT   

W W FW CCTAAGAACAACAAAGCCCCCG 60 242 

W RV GGTGCGCGGCATAGAACCGT   

P P FW CTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAA 60 534 

P RV TCACGCGCCAGGGCGCAGCC   

Y Y FW AATTCAAACAACACTGTGCAGCCTG 60 765 

Y RV GCGAGAATGGACGATTACAAAACTTT   

FIC FIC FW GTGAACTGGCAGATGAGGAAGG 60 262 

FIC RV TTCTCCTCGTCGCCAAACTAGAT   

A/C A/C FW GAGAACCAAAGACAAAGACCTGGA 60 465 

A/C RV ACGACAAACCTGAATTGCCTCCTT   

T T FW TTGGCCTGTTTGTGCCTAAACCAT 60 750 

T RV CGTTGATTACACTTAGCTTTGGAC   

FIIs FIIs FW CTGTCGTAAGCTGATGGC 60 270 

FIIs RV CTCTGCCACAAACTTCAGC   

K K/B FW GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC' 60 160 

K RV TCTTTCACGAGCCCGCCAAA   

B/O K/B FW GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC 60 159 

B/O RV TCTGCGTTCCGCCAAGTTCGA   

F F FW TGATCGTTTAAGGAATTTTG 52 270 

F RV GAAGATCAGTCACACCATCC   

ColE oricolE FW GTTCGGCATACAGTCCA 55 187 

oricolE RV GGCGAAACCCGACAGGAC   

U IncU FW TCACGACACAAGCGCAAGGG 55 843 

IncU RV TCATGGTACATCTGGGCGC   

R IncR FW TCGCTTCATTCCTGCTTCAGC 55 251 

IncR RV GTGTGCTGTGGTTATGCCTCA   

L.HSCSP IncL.Fw GCGCCAGGAACAGAAGAGTA 60 622 

IncLM.Rv CTGCAGGGGCGATTCTTTAGG   

FIIK FIIK.fw TCTTCTTCAATCTTGGCGGA 55 147 

FIIK.rv GCTTCTGTTGCACRCAAGGA   

L IncL.Fw CGGAACCGACATGTGCCTACT 63 891 

IncL/M.RV CTGCAGGGGCGATTCTTTAGG   
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Iniciadors utilitzats en l’estudi de l’entorn genètic del gen blaOXA-48 

Part  del transposó Iniciadors Seqüència (5’-3’) Tm (ºC) Mida amplicó (pb) 

IS1999-blaOXA48 ISTn1999A TGGTGTAAAGAATGTTGTAGGATA 58,3 1572 

blaOXAGSP3 TCTGTCCATCCCACTTAAAGACTT 

blaOXA48-LysR BlaOXAintF ATGGTTTAGGGCTGCGCCAAGC 60 

  

725 

  BlaOXAlysR ATCATAGTGGTATTCTGCTAGGAA 

Is1999-IS1R IS1999A CAGCAATTCTTTCTCCGTG 60 

  

1391 

  IS1R.L GCGTCTTATGAGCCTGCTGT 

 IS1R-blaOXA48 IS1R.R CACCGATTTTGAGAACGACA 60 

  

1156 

  blaOXAGSP3 TCTGTCCATCCCACTTAAAGACTT 

LysR-Is1999 lysR-TnpA.F TATCCTTCACCCACCAAACC 60 

  

1190 

  lysR-TnpA.R TCGGCATAGGGTTACCAGAA 

 

 

Tampons i solucions del protocol de  PCR 

 

1. Tampons per PCR ( pels gels d’agarosa): 

a. 2 L de TBE 5X (mantenir a temperatura ambient): 108 g de Trizma, 7,5 g d’EDTA, 55 g d’àcid 

bòric, i enrasar fins a  2 L d’aigua destil.lada. 

b. 1 L de TBE 0,5X (mantenir a temperatura ambient): 100 ml TBE 5X + 900 ml d’aigua destil.lada. 

2. Gels d’agarosa 

a. 1%: 1,5  g d’agarosa, 150 ml TBE 0,5X, bullir al microones per dissoldre l’agarosa. 

b. 2%: 3 g  d’agarosa, 150 ml TBE 0,5X, bullir al microones fins que quedi líquid. 

3. Tampó de càrrega: 0,124 g de Blau de Bromofenol, 25 ml glicerol  i afegir aigua destil.lada fins a 

50ml. 

4. Marcador de pes molecular (VIII): 75 µl d’aigua destil.lada estèril, 10 µl de tampó de càrrega i 15 

µl del DNA Molecular Weight Marker VIII (Roche, Espanya). 

 

Protocol 

 

Pre-PCR 

Extracció de l’ADN:  Es van utilitzar  els següents procediments d’extracció: 

A. Per ebullició:  el procés consta de la resuspensió d’una colònia , mitjançant una nansa d’1 µl, en 

un tub eppendorf amb 100 µl d’aigua destil·lada  estèril. Bullir  la suspensió en un termociclador. 

Programa: 1 cicle de 20 minuts a 95 ºC i 1 cicle amb temps indefinit a 4 graus. 

B. Kit d’ extracció genòmica: GenEluteTM Bacterial Genomic DNA kits (Sigma-Aldrich. USA). 

 

Reacció d’amplificació de la polimerasa (PCR): Aquesta tècnica es divideix en tres etapes: 

1. Desnaturalizació: L’ADN bicatenari es separa en cadenes monocatenaries per efecte de la 

temperatura (95 ºC). 

2. Annealing: Els iniciadors s’uneixen a les zones complementàries (3’ o 5’) de cada cadena 

monocatenaria del fragment a amplificar. Aquesta hibridació (iniciador-ADN monocatenari) és 

necessària per a que actui la polimerasa, degut a que aquesta necessita una regió bicatenaria 

d’ADN per a iniciar la síntesi de la cadena complementaria utilitzant de motlle la cadena 

monocatenaria. 
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3. Extensió: es realitza la síntesi de les dues cadenes complementàries a les cadenes dels fragment 

inicial per part de la polimerasa. 

 

Protocol 

1-Descongelar el tampó de reacció amb MgCl2. 

2-Descongelar els dNTPs que estan a 100 mM , fer una alíquota de 1 ml a 2 mM (20 µl de cada dNTP i 

enrasar a 1ml amb aigua destil.lada  estèril:  920 µl). 

3-Es preparen els parells d’iniciadors (veure taula X) a 10 mM a partir d’una solució mare de 100 mM. 

4-Es prepara la Master Mix , per a les  PCR dels gens bla (excepte AmpC), quinolones (PMQR i QRDR), 

aminoglicòsids (AME), MLST, entorns de gen blaOXA-48 (volum final 50 l) i per a PBRT (amb volum final 

de 30 l). 

Reactius Volum (50 µl) Volum (25 µl) 

Aigua 30,5 12,7 

Tampó (10X) 5 2,5 

dNTP (2mM) 5 2,5 

Iniciador Forward (10 µM) 2 2,5 

Iniciador Reverse (10 µM) 2 2,5 

Taq polimerasa  (5U/ µl) 0,5 0,3 

DNA 5 2 

 

Per les PCR dels gens bla tipus AmpC., els reactius foren: 

 

Reactius Volum / mostra (µl) 

Aigua 30,5 

Tampó (10X) 5 

dNTP(2mM) 5 

Iniciadors A (10 µM)* 3 

Iniciadors B (10 µM)* 2,5 

Iniciadors C (10 µM)* 2 

DNA 2 

*Pool iniciadors A (MOXMR, MOXMF, CITMR, CITMF, 

DHAMR, DHAMF), pool iniciadors B (ACCMR, ACCMF, 

EBCMR, EBCMF) i  pool iniciadors C (FOXMR i FOXMF) 

 

5- Col·locar els tubs  al termociclador amb el programa predeterminat. 

 

Cicle Temperatura (ºC) Temps 

1x Desnaturalització 95 5 min 

30x
a
 Amplificació   

Desnaturalització 95 30 seg 

Hibridació Tm 30 seg 

Extensió 70 1 min 

Extensió final 70 7 min 
a,

 en alguns casos s’ha incrementat a 35x. 

Tm, s’escollirà la temperatura en funció dels iniciadors. Dels dos iniciadors 

s’escull la Tm  més baixa. 
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Post-PCR 

 

Visualització dels productes de PCR per electroforesis en gel d’agarosa. 

L’observació dels amplificats obtinguts per PCR es va realitzar mitjançant la tècnica d’electroforesis 

de corrent continua en gels d’agarosa, amb la tinció de l’ADN mitjançant el bromur d’etidi (EtBr) i la 

seva visualització utilitzant la llum ultraviolada (UVA). 

Aquesta tècnica permet observar el diferents amplificats depenent de la seva mida, ja que es basa en 

la migració del ADN (el qual té una càrrega negativa) cap un pol positiu dins d’un camp elèctric 

uniforme i constant. Això permet separar fragments d’ADN amb una mida d’ entre 10 pb als 50 Kb, 

que migren pel gel depenent del seu pes molecular. Per a la seva observació cal l’utilització  de 

Bromur d’etidi, un agent intercalant a l’ADN  que amb contacte amb la llum UVA emet una llum roja-

ataronjada. 

 

Protocol 

1-Preparar la solució d’agarosa al l’ 1% en tampó TBE 0,5X. Es dissol al microones  i es deixa 

atemperar. Un cop atemperat se li afegeix el bromur d’ etidi (0,5 µg/ml), abocar-ho al motlle amb les 

pintes i segellat amb cinta. 

2- Passat uns 20 minuts el gel està sòlid i ja se li poden retirar les pintes i la cinta. Es col·loca el motlle 

amb el gel dins la cubeta d’electroforesis plena amb tampó TBE 0,5X. 

3-Barrejar  10 µl de producte de PCR amb 2 µl de tampó de càrrega. 

4-Carregar les mostres i el tampó de carrega en els pouets del gel. 

5-Deixar correr el gel a 100 V (35 mA aprox.) fins que les bandes del marcador de pes molecular 

quedin ben separades. El voltatge i el temps depèn de la mida esperada dels amplificats.  

6-Visual.lització del gel al transil·luminador de llum UVA  i realitzar  fotografies.  

 

Protocol de seqüenciació  

La purificació dels productes de PCR es va realitzar amb el kit comercial Wizard® SV Gel and PCR 

clean-up System (Promega). Basat en l’ habilitat de l’ ADN a unir-se a una membrana de sílice en 

presència de concentracions altes de sals que permet l’eliminació dels restes d’iniciadors i de dNTPs.  

Els purificats es van quantificar utilitzant  el suport tècnic de l‘espectrofotòmetre de Biotek, Epock 

(http://www.biotek.com/products/microplate_detection/epoch_microplate_spectro-

photometer.html) i el software Gen5™ (http://www.biotek.com/products/microplate_ 

software/gen5 data_analysis_software.html). 

La seqüenciació la va realitzar l’empresa Macrogen Europe (Amsterdam, Holanda) i la preparació dels 

purificats per ser seqüenciats es va fer seguint les indicacions de Macrogen 

(https://dna.macrogen.com/eng/support/ces/guide/ces_sample_submission.jsp). 

 

Les seqüències obtingudes van ser analitzades i editades utilitzant el software Vector NTI Advance 

(versió 9.0) d’Invitrogen. Posteriorment, es van comparar amb la base de dades del NCBI (National 

Center for Biotechnology Information) utilitzant el BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), 

més específicament el nBLAST específic per seqüències nucleotídiques. 

Un cop obtinguda la seqüència nucleotídica es transcrivia per obtenir la seva seqüència aminoacídica 

amb EXPASY (http://web.expasy.org/translate/) i es realitzava una comparació amb el pBLAST 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch &LINK_LOC=blasthome). 
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ANNEX IV 

 

Electroforesi en gel de camp pulsant (PFGE)  

La tècnica es basa en la digestió de l’ADN cromosòmic en fragments grans per enzims de restricció de 

baixa freqüència de tall i la seva separació mitjançant una electroforesi on s’apliquen camps elèctrics 

que regularment canvien de direcció (pulsos). Aquesta alteració de la direcció dels pulsos elèctrics  

provoca el canvi de conformació de l’ADN, que l’obliga a reorientar-se a cada pols en funció del camp 

elèctric, i acaba migrant fent ziga-zaga pel gel, en comptes de fer-ho lineal com succeeix en un gel 

d’agarosa convencional. S’utilitza aquesta tècnica perquè els gels d’agarosa convencional només 

separen fragments màxims de50Kb, i en el PFGE els fragments obtinguts poden oscil·lar entre 30 i 

1000 Kb.  

Per a realitzar aquesta anàlisi cal tenir l’ADN el màxim intacte possible, amb el mínim de trencaments 

mecànics, per aquesta raó es realitzen mètodes d’extracció d’ADN on la lisi cel·lular es realitzar en 

blocs d’agarosa (inserts). La matriu d’aquests blocs protegeix l’ADN i al mateix temps permet l’acció 

de detergents i proteases.  

L’ADN és digerit per enzimes de restricció amb baixa freqüència de tall, així s’obté un nombre relatiu 

petit de fragments (no inferior a 10). L’elecció de l’enzim de restricció depèn en gran mesura del 

contingut de G+C del genoma de l’espècie bacteriana a estudiar, de la diana de restricció i de la mida 

i el nombre de fragments que s’obtinguin, que ens permeti obtenir un patró de bandes específic per 

a cada gènere. En el cas de l’ADN plasmídic únicament ens interessa utilitzar un enzim de restricció 

que ens permeti linealitzar el plasmidi per a permetre el seu traspàs per la matriu d’agarosa en 

funció del seu pes molecular, realitzant la tècnica descrita per Barton et al.495. 

El procediment consta de la preparació de l’ADN (inserts i lisi cel·lular), rentat dels inserts, digestió 

enzimàtica de l’ADN cromosòmic amb l’enzim de restricció escollit, electroforesi dels fragments de 

restricció i visualització. Per a K. pneumoniae s’utilitza l’enzim de restricció XbaI en el cas de l’estudi 

de la relació epidemiològica entre soques, per obtenir un patró de bandes de l’ADN cromosòmic en 

funció de les copies del ARNr 16S s’utilitza l’enzim de restricció IceUI, i en el cas d’obtenir un patró de 

bandes que reflexa els plasmidis presents en la soca s’utilitza l’endonucleasa S1. 

 

Tampons i solucions del protocol del PFGE 

a. 1 L de TE  amb un pH de 8 (mantenir a temperatura ambient): 1,212 g de Tris-Base, 0,372 g  

d’EDTA, s’ajusta a un pH de 8 i s’afegeix  aigua destil·lada fins un litre. 

b. 1 L de CSB amb un pH de 8 (mantenir a temperatura ambient): 12,12 g de Tris-Base, 37,2 g 

d’EDTA, ajustar a un pH de 8 i afegir aigua destil·lada fins un litre. 

c. 500 ml de CLYSISB (mantenir a temperatura ambient):  5 g de SLS en 100 ml d’aigua destil·lada, 

250 ml de CSB i afegir aigua destil·lada fins a 500 ml. 

d. 200 ml de Tris-HCl 1M (mantenir a temperatura ambient): 24,2 g de Tris-Base en 185 ml d’aigua , 

ajustar a pH de 7,5 (amb HCl) i afegir aigua destil·lada  fins a 200 ml. 

e. 500 ml de Tris-HCl 10mM (mantenir a temperatura ambient): 5ml Tris-HCl 1 M, afegir 400 ml 

d’aigua, ajustar a pH de 7,5 i afegir aigua destil·lada  fins arribar als 500 ml. 

f. 50 ml del Tampó de S1 ( mantenir a 4 ºC): 25 ml de NaCl (100 mM), 20 ml d’acetat de sodi (75 mM 

i pH de 4,5) i 5 ml de ZnSO4 (50 mM). 

g. 500 µl de l’endonucleasa S1 a una dilució 1:100  (mantenir a -20 ºC): 495 µl d’aigua destil·lada, 5 

µl de l’enzim S1.  
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h. 200 ml d’ES (EDTA-SLS):  18,61 g d’EDTA a 70ml d’aigua destil·lada, ajustar a un pH de 9 (amb 

NaOH 10M), enrasar amb aigua fins a 100 ml i afegir 1 g de SLS. 

i. 1 L de TBE 10X (mantenir a 4 ºC): 121,5 g de Trizma, 0,745 g d’EDTA, 61,8 g d’àcid Bòric i afegir 

aigua destil·lada  fins un litre. 

j. 1 L de TBE 0,5X (mantenir a temperatura ambient): 50 ml de TBE 10X i 950 ml d’aigua destil·lada . 

k. 25 ml de Thiourea 0,1 M (mantenir a temperatura ambient):  1,8105 g de Thiourea i afegir 25 ml 

d’aigua destil·lada .  

l. 1%: 2 g d’agarosa Seakem i 200 ml de TBE 0,5X. 

 

Protocol 

1. Preparació dels inserts i lisis cel·lular: 

a. Sembrar les soques en plaques d’agar sang (Biomérieux España S.A, Madrid, Espanya), incubar 

a 37 ºC durant 18h. 

b. Preparar agarosa a l’1% en TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH8). Preparar 300 µl/insert (es fan 

entre 4 o 5 inserts per soca). Dissoldre escalfant a la flama  l’agarosa en TE. Un cop dissolta es 

manté l’agarosa en el heatblocker a 55 ºC per evitar que es solidifiqui. 

c. Resuspendre diverses colònies de la soca en 1 ml de tampó CSB (Tris 100 mM, EDTA 100 mM, 

pH 7,5). En el cas del estudi de l’ADN plasmídic el nombre de colònies a resuspendre serà 

major. 

d. Transferir 250 µl de la suspensió bacteriana a un eppendorf de 1,5 ml, i afegir 1,5 µl de 

proteïnasa K (50 mg/ml). 

e. Segellar la part inferior dels motlles dels inserts amb cinta adhesiva transparent.  

f. Barrejar 250 µl de suspensió bacteriana amb 250 µl d’agarosa. 

g. Transferir 100 µl  de la barreja a cada bloc del motlle (evitant la formació de bombolles). 

h. Posar a la nevera i deixar solidificar els inserts (temps aprox. 15 minuts). 

i. Agafar tubs de vidre de 5 ml (tants com soques tinguem) i afegir 2 ml de Solució de lisis Clysis B 

(Tris 50 mM, EDTA 50 mM i Sarkosyl 1%, pH 7,5) i 12 µl  de proteïnasa K (50 mg/ml). A 

continuació introduir els inserts dins la solució i deixar ficar a un bany  a 55ºC amb agitació 

durant dos hores. 

2. Rentat dels inserts 

a. Atemperar a 37 ºC una ampolla d’aigua destil·lada estèril i una de tampó TE (pH 8). 

b. Transferir els inserts a un tub de vidre on hi han 2 ml d’aigua destil·lada estèril i incubar-los al 

bany a 55 ºC amb agitació durant 10 minuts. (repetir-ho dos cops, canviant l’aigua). 

c. Canviar l’aigua destil·lada per  2 ml de tampó TE, i ficar al bany a 55ºc durant 10 minuts 

(repetir el rentat dos cops més canviant cada vegada el TE). 

d. Guardar els inserts en un eppendorf amb 1 ml de TE a la nevera, si es fes una pausa. 

 

3. Digestió enzimàtica de l’ADN cromosòmic/plasmídic. 

a. XbaI 

i. Es talla un terç del insert (un insert per soca) i es col·loca en un tub eppendorf on hi hauran 

168 µl de solució de digestió (143 µl d’aigua destil·lada estèril, 20 µl de tampó de restricció 

10X, 2 µl d’albúmina sèrica bovina i 30U del enzim de restricció = 3 µl, en aquest cas és 

XbaI). 

ii. Incubar en un bany a 37 ºC amb agitació, durant 18 hores. 
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iii. Guardar a la nevera 30 minuts abans de carregar-los en el gel d’electroforesi. 

 

b. S1 

i. Realitzar una barreja de 200 µl de tampó S1 (acetat de sodi 30 mM, NaCl 50 mM i sulfat de 

zinc 5 mM) amb 0,28 µl de dilució 1/100 d’enzim S1. Col·locar un terç de l’insert en un 

eppendorf de 1,5 ml amb la barreja de digestió. 

ii. Incubar en un bany a 37 ºC amb agitació 45 min. 

c. IceuI 

i. Tallar 1/3 del insert  i dipositar-lo en un tub amb 1 ml de Tris-HCl 10 mM durant 10 min. 

Repetir-ho un segon cop. 

ii. Realitzar una master mix, que per mostra conté: 176,4 µl d’aigua, 20 µl de Tampó (4), 2 µl de 

BSA  i 1,6 µl d’IceuI. Col·locar l’insert en un eppendorf de 1,5 ml amb la barreja de digestió. 

iii. Incubar en un bany a 37 ºC amb agitació, durant 3 hores. 

iv. Treure del bany i posar en gel fins que es carreguin els inserts. 

 

4. Electroforesi dels fragments de restricció 

a. Preparar el gel d’agarosa l’1%:  

i. Agafar 2 g d’agarosa (Seakem®-Inderlab) i barrejar-la amb 200 ml de TBE 0,5X.  Escalfar al 

microones. 

ii. Muntar la base per fer gels del CHEF, col·locar la pinta i afegir l’agarosa, reservant una mica 

per poder utilitzar-la posteriorment per segellar els pouets.  

iii. Deixar refredar el gel uns 30 minuts. 

b. Col·locar en cada pouet l’insert i a cada pouet de l’extrem col·locar un marcador de pes 

molecular (Lambda ladder PFGE marker-Roche). 

c. Segellar els pouets amb l’agarosa reservada. 

d. Afegir a la cubeta d’electroforesi del CHEF 2,3 ml de TBE 0,5X i 75 µM de tiourea (per evitar 

problemes de lisi de l’ADN bacterià). Posar la bomba del CHEF a 80 i programar la unitat de 

refrigeració a 14 ºC (cooling module). 

e. Desmuntar el motlle del gel i solament deixar la base negre (sense cap rastre d’agarosa per 

sota ni pels costats). 

f. Col·locar el gel dins la cubeta quan la temperatura del tampó sigui de 14 ºC. 

g. Programar les condicions d’electroforesi al CHEF DRII Power Module. L’angle d’electroforesi es 

de 120º i 6 volts/cm. Les condicions d’electroforesi varien depenent de l’espècie. 

i. XbaI: en K. pneumoniae : Bloc 1: 10-25 ”(6 hores) Bloc 2: 25-45 ”(18 hores). 

ii. S1: en K. pneumoniae : Bloc 1: 5-25 ”(6 hores) Bloc 2: 30-45 ”(18 hores). 

iii. IceuI: s’utilitzen les condicions descrites per E. coli: Bloc 1: 20-120 ”(12 hores) Bloc 2: 60-

100 ”(12 hores). 

5. Visualització de l’ADN 

a. Col·locar el gel en una cubeta de plàstic amb 250 ml de tampó del CHEF i 40 µl de Bromur 

d’etidi (0,4 µg/ml). 

b. Deixar en agitació 45 ’ 

c. Posar al transil·luminador per a observar el patró de bandes obtingut i foto del gel. 
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ANNEX V 

 

Southern Blot i Hibridació 

Consta de dues parts, per una banda la transferència de l’ADN separat per electroforesi, es a dir d’un 

gel, a una membrana de nylon; i per l’altre hi ha l’hibridació de l’ADN amb sondes. 

La transferència permet tenir l’ADN més accessible, gràcies a la membrana de nylon, per a les sondes 

amb les que s’hibridarà.  

 

Tampons i solucions del protocol de Souther Blot 

Transferència 

a. 2 L de SSC20X (mantenir a temperatura ambient):  176,5 g  Na-citrat-deshidratat amb 400 ml 

d’aigua destil·lada , 350,6 g NaCl amb 700 ml d’aigua destil·lada , ajustar a un pH de 7, i afegir 

aigua destil·lada  fins als 2 litres. 

b. 1 L de SSC10X (mantenir a temperatura ambient): 500 ml del SSC20X i 500 ml d’aigua 

destil·lada. 

c. 1 L de SSC5X (mantenir a temperatura ambient): 250 ml del SSC20X i 750 ml d’aigua destil·lada. 

d. 1 L de SSC2X (mantenir a temperatura ambient): 100 ml del SSC20X i 900 ml d’aigua destil·lada. 

e. 500 ml de solució de depurinitzadora  (mantenir  a temperatura ambient, i preparar al 

moment): 11 ml de HCl 0,25M (35%) i afegir aigua destil·lada  fins els 500 ml. 

f. 1 L de solució de desnaturalització 1 (mantenir a temperatura ambient): 87,66 g de NaCl 1,5M, 

20 g de NaOH 0,5M i afegir aigua  destil·lada  fins el litre. 

g. 1 L de solució de desnaturalització 2 (mantenir a temperatura ambient): 87,66 g de NaCl, 60,57 

g de Trizma, ajustar a un pH de 7,5 i afegir aigua destil·lada  fins arribar al litre. 

 

Hibridació 

a. 1 L de tampó de deshibridació (mantenir a temperatura ambient): 1 g SDS, 8 g NaOH i afegir 

aigua destil·lada  fins arribar al litre. 

b. 1 L de low stringency buffer (mantenir a temperatura ambient): 100 ml de SSC2X, 1 g de SDS i 

afegir aigua fins arribar al litre. 

c. 1 L de high stringency buffer per un alt percentatge de G/C (mantenir a temperatura ambient): 

20 ml de SSC5X, 1 g de SDS i afegir aigua fins arribar al litre. 

d. 1 L de high stringency buffer per un baix percentatge de G/C (mantenir a temperatura 

ambient): 100 ml de SSC5X, 1 g de SDS i afegir aigua fins arribar al litre. 

e. 1 L d’àcid maleic 10X (mantenir a temperatura ambient):  116 g d’àcid maleic, 87,6 g de NaCl, 

ajustar a un pH de 7,5 (amb NaOH) i afegir aigua destil·lada  fins arribar al litre. 

f. 1 L d’àcid maleic 1X (mantenir a temperatura ambient): 100 ml d’àcid maleic i 900 ml d’aigua 

destil·lada . 

g. 1L de washing buffer 1X (mantenir a temperatura ambient): 100 ml d’àcid maleic 10X, 900 ml 

d’aigua destil·lada  i 3 ml de Tween 20. 

h. 500 ml de blocking solution 10X (mantenir a temperatura ambient i preparar al moment): 50 g 

de blocking agent i 500 ml d’àcid maleic 1X. 

i. 100 ml de blocking solution 1X (mantenir a temperatura ambient i preparar al moment): 10 ml 

de blocking solution 10X i 90 ml d’àcid maleic 10X. 
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j. 1 L de detection buffer 10X (mantenir a temperatura ambient): 121 g de Trizma, 58,6 g de NaCl, 

ajustar a un pH de 9,5 (amb HCl) i afegir aigua destil·lada  fins arribar al litre. 

k. 30 ml de detection buffer 1X (preparar al moment): 3 ml de detection buffer 10X i 27 ml 

d’aigua destil·lada. 

 

Protocol 

1. Preparació del gel 

a. Banyar el gel durant 5 minuts en aigua destil·lada  i agitació per a eliminar les restes de bromur 

d’etidi. 

b. Eliminar l’aigua i col·locar el gel amb 500ml de solució de desnaturalització (HCL 0,25 M). 

Agitació durant 25 minuts. 

c. Netejar el gel amb aigua destil·lada , durant 5min en agitació. 

d. Eliminar l’aigua  i cobrir el gel amb la solució de desnaturalització (NaCl 1,5 mM, NaOH 0,5 M) 

en agitació durant 30 minuts. 

e. Netejar el gel amb aigua destil·lada  en agitació durant 5minuts. 

f. Eliminar l’aigua i cobrir el gel amb la solució de neutralització (NaCl 1,5 M, Tris-HCl 0,5 M; pH 

7,5) en agitació durant 30 minuts. 

 

Per realitzar una transferència més eficient, es fragmenta l’ADN en fragments d’aprox. 1Kb, alternant 

un tractament àcid amb un tractament alcalí. 

 

2. Preparació de la membrana. 

a. Tallar la membrana Hybond N+ i el paper Whatmann 3 mm a la mida del gel, deixant 1 cm de 

marge per cada costat. 

b. Mullar el paper Whatmann en una cubeta amb SSC 2X (dilució 1/100 de SSC20X: citrat trisòdic 

0,3 M, NaCl 3 M; pH 7) i col·locar sobre el suport porós de la unitat de transferència (BioRad). 

c. Col·locar la membrana Hybond N+ humida amb SSC 2X sobre el paper Whatmann. 

d. Col·locar la finestra de plàstic sobre la membrana, fent coincidir el forat a on ha de posar-se el 

gel, marcant amb llapis els extrems de la finestra. 

 

3. Transferència. 

a. Acabada la neutralització del gel, es neteja el gel amb aigua destil·lada  durant 5 minuts. 

b. Transferir el gel a l’aparell de transferència, centrat a la finestra i evitant la formació de 

bombolles. 

c. Segellar els laterals amb agarosa i col·locar el sealing frame per a tancar l’aparell. 

d. Connectar la bomba de buit i ajustar la pressió a 3-4 inc. Hg. 

e. Abocar SSC 10X  sobre la part superior del gel, fins a cobrir. Repetir aquest procés cada 30 

minuts. 

f. Transferir durant 3 h. 

g. Retirar el gel i col·locar-lo en una cubeta amb bromur d’etidi per a comprovar  al 

transiluminador si s’ha transferit correctament l’ADN. 

 

4. Post-transferència 

a. Netejar la membrana durant 2 minuts amb SSC 2X. 
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b. Col·locar la membrana sobre paper de filtre i mantenir en un forn a 80ºC durant 30 minuts, per 

a fixar l’ADN. 

 

Hibridació amb sondes 

 

Per a la hibridació i la seva posterior detecció es va utilitzar el DIG Luminiscent Detection Kit (Roche). 

El principi fonamental és la digoxigenina, un hapten esteroideu que s’uneix a dUTP, UTP o ddUTP i 

així marca l’ADN, ARN o oligonucleòtids, per a l’hibridació i la posterior detecció. 

 Les sondes hibridades amb la antidigoxigenina (fragments FAb conjugats amb fosfatasa alcalina) són 

inmunodetectables, i mitjançant un substrat quimioluminiscent: CSPD (Disodium 3-(4-metoxi-

spiro{1,2-diox-etano-3,2-(5’-clor)tricicle[3.3.1.13,7]decan}-4-yl)fenilfosfat) es visualitzen. La 

defosforilació enzimàtica del CSPD per la fosfatasa alcalina produeix una emissió de llum (477 nm). La 

senyal quimioluminiscent del CSPD persisteix durant dies a la membrana de nylon. 

 

Les sondes utilitzades van diferir, depenent de si la membrana procedia d’un PFGE digerit amb S1 o 

amb IceuI: 

 S1 les sondes utilitzades van ser: blaOXA-48, blaCTX-M-15, blaOXA-1, blaTEM-1, IncL/M, ColE, R, FIIK. 

 IceuI les sondes utilitzades van ser: ARNr 16S, blaOXA-48, IncL/M. 

 

Protocol 

1. Hibridació 

a. Calcular la temperatura d’hibridació: Tm=49,82+[0,4x(%GC)]-(600/longitud d’ona) , 

Tóptima=Tm(de 20 a 35 ºC) 

b. Preescalfar 20ml de tampó d’hibridació (Dig Easy Hyb, Roche) a la temperatura d’hibridació 

calculada (normalment ajustada a 42 ºC). 

c. Col·locar la membrana en un tub d’hibridació i afegir 20 ml de tampó d’hibridació atemperat. 

Incubar durant 30 minuts en un forn a 42 ºC amb rotació. 

d. Calcular el volum de sonda a desnaturalitzar (entre 5 i 25 ng de sonda per ml de tampó 

d’hibridació). 

e. Bullir durant 5 minuts el volum de sonda a desnaturalitzar barrejat amb aigua fins arribar a un 

volum de 50 µl (així s’evita possible evaporació). 

f. Col·locar en gel durant 5 minuts. I fer un pols a la centrifuga. 

g. Afegir la sonda al tampó d’hibridació. 

h. Incubació overnight al forn a 42 ºC amb rotació. 

 

2. Revel·lat 

a. Retirar el tampó d’hibridació amb la sonda i es guardar a -20 ºC.  Si es vol reutilitzar s’ha de 

desnaturalitzar la sonda a 65 ºC durant 30 minuts (sense bullició). 

b. Afegir 100ml de Low Stringency Buffer (SSC 2X, 0,1% SDS) en una cubeta i col·locar la 

membrana. Posar en agitació durant 5 minuts a temperatura ambient. Fer-ho un segon cop 

més. 

c. Passar la membrana al tub d’hibridació  i afegir 100ml de  High Stringency Buffer, depenent del 

contingut de GC hi han dos: alt %GC (SSC 0,1X, 0,1% SDS) i baix %GC (SSC0,5X, 0,1% SDS), que 
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prèviament s’ha atemperat a 65 ºC. Posar al forn durant 15 minuts a 65 ºC amb forta rotació. 

Fer-ho un segon cop més. 

d. Treure el buffer i afegir 100ml de Washing Buffer 1X (0,1 M àc. Maleic, 0,15 M NaCL; pH 7,5 

(20 ºC); 0,3% (v/v) Tween 20) en una cubeta i col·locar la membrana.  Amb agitació durant 5 

minuts i temperatura ambient. 

e. Eliminar la solució i afegir 100 ml de Blocking Solution 1X (10 ml de Blocking Buffer, 90 ml 

d’àcid maleic 1X) amb agitació suau durant 30 minuts i temperatura ambient. 

f. Eliminar la solució i afegir 20 ml de Antibody solution (2 µl de Anti-digoxigenina-AP + 20 ml de 

blocking solution del pas anterior) amb la membrana  a una cubeta petita i agitació suau 

durant 30 minuts a temperatura ambient. 

g. Eliminar la solució i passar la membrana  a la cubeta gran i afegir 100 ml de Washing Buffer 1X. 

Incubar 15 minuts amb agitació suau i temperatura ambient. Fer-ho  un cop més. 

h. Eliminar la solució i afegir 25 ml de Detection Buffer (0,1M Tris-HCl, 0,1M NaCl, pH 9,5). Incubar 

durant 5 minuts amb agitació i temperatura ambient. 

i. Col·locar la membrana en una bossa d’hibridació i afegir-hi 2 ml de CSPD i expandir-ho evitant 

la formació de bombolles. 

j. Incubar 5 minuts a temperatura ambient i 15 minuts a 37. 

k. Col·locar la membrana amb la bossa al GBOX per a capturar imatges. 

 

3. Deshibridació 

a. Rentar la membrana amb 100 ml de solució de deshibridació (0,2 M NaOH, 0,1% SDS) durant 

15 minuts a 37 ºC . Fer-ho un segon cop. 

b. Rentar la membrana amb SSC2X. 

 

Els protocol del Southern Blot i la hibridació són els mateixos que els  anteriorment mencionats a 

l’apartat de l’estudi de l’ADN plasmídic; on únicament canvia a l’hibridació l’utilització de la sonda del 

16S. També es va hibridar amb la sonda del gen blaoxa-48 i del IncL/M 
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ANNEX VI 

 

 Conjugació 

 

Tampons i solucions del protocol de conjugació 

Medis de cultiu 

a. 1 L de medi Luria Bertani – LB (mantenir a 4 ºC): 5 g d’extracte de llevat, 10 g de NaCl, 10 g de 

Peptona tripticasa i afegir aigua destil·lada  fins arribar al litre.  

b. 1 L de medi Luria Bertani  amb agar (mantenir a 4 ºC): 5 g d’extracte de llevat, 10 g de NaCl, 10 

g de Peptona tripticasa, 20 g d’agar i afegir aigua destil·lada  fins arribar al litre.  

 

Protocol 

1. Cultiu overnight  de les  soques donadora i receptora (E. coli  VA6190: RifR i amb GFP: green 

fluorescent protein , proteïna fluorescent que al ser irradiada amb llum UVA emet fluorescència)  

en una placa d’agar sang (Biomérieux España S.A, Madrid, Espanya) incubada  a 37 ºC. 

2. Resuspendre 1 colònia en 10 ml de LB (en ampolla de 50 ml) amb 10 µl d’antibiòtic de selecció 

(dilució 1:1000). En el cas de la soca donadora, l’antibiòtic utilitzat serà la ceftazidima (100 mg/ml) 

i en el cas de la soca receptora la rifampicina (100 mg/ml) . 

3. Incubar en un bany a 37 ºC amb agitació suau de 18-20 hores. 

4. Inocular 200 l del cultiu de la soca donadora en 2 ml  de medi líquid Luria Bertani (LB, veure 

annex VI) (dilució 1:10) (sense antibiòtic i en ampolla de 50ml). Inocular 400 l del cultius de la 

soca receptora en 4 ml de LB. 

5. Incubar amb agitació a 37 ºC durant aproximadament 2 hores per tal d’obtenir un creixement 

exponencial. 

6. Transferir 200 l de  la soca receptora en un tub eppendorf de 1,5 ml i centrifugar 14.000g durant 

1 minut. Fer el mateix amb al soca donadora. S’ha de aconseguir una quantitat de precipitat 

equivalent, com que la soca receptora creix més lentament que la soca donadora, s’haurà de fer 

més transferències i centrifugacions fins aconseguir una proporció entre precipitats de 1:4 (soca 

donadora : soca receptora). 

7. Un cop aconseguida aquesta proporció es barrejarà en un tub eppendorf de 1,5 ml i es 

centrifugarà a 14.000g durant 1 minut, per obtenir el tub amb el precipitat que originarà 

transconjugants. 

Conjugació en medi líquid: 

 

1. Resuspendre el pellet d’un tub amb la soca donadora, soca receptora i el dels futurs 

transconjugants dins un tub (amb capacitat de 15ml) amb 2 ml de LB. 

2. Incubar de 18-20 hores en estufa de 37 ºC col·locant el tub de conjugació inclinat. 

3. Recuperar els 2  ml de cultiu i centrifugar en un eppendorf de 1,5 ml. 

 

 

 

 

 



Marc Argente Viñals 

206 Annexos 

 

Conjugació en medi sòlid: 

 

1. Resuspendre el pellet en 200 l de LB. 

2. Col·locar un filtre de 0.22 m x 47 mm (Millipore, França) al mig d’una placa d’agar sang  

(Biomérieux España S.A, Madrid, Espanya) i inocular els 200 l de la suspensió bacteriana 

al centre del filtre intentant aconseguir forma de gota. 

3. Incubar de 18-20 hores a 37 ºC . 

4. Extreure els filtres i introduir en un tub amb sèrum fisiològic estèril, fer un vòrtex, 

obtinguda la suspensió descartem el filtre. 

5. Centrifugar en un eppendorf de 1,5 ml. 

 

8. Resuspendre el pellet en 300 l de sèrum fisiològic estèril. 

9. Preparar un banc de dilucions per passar de la suspensió directa (S0) a una dilució de 10-5. 

10. Sembrar 100 l de la suspensió directa S0 a la dilució 10-3 en plaques de LBA ( Luria 

Bertani amb Agar, veure annex VI) amb els antibiòtics de selecció per transconjugants. 

11. Sembrar 100 l de la dilución10-4 i 10-5 en plaques de LBA amb l’antibiòtic de selecció per 

a la soca donadora, per poder contar la freqüència de conjugació (Freqüència de 

conjugació= (Nombre de colònies tranconjugants x Factor de dilució x volum pipetejat a 

la placa ) /( Nombre de colònies de la soca receptora x Factor de dilució x volum pipetejat 

a la placa)). 

12. Incubar les plaques a 37 ºC durant 18-20 hores. 

13. Picar les colònies que creixin en les plaques de selecció i ressembrar en estries a una 

placa d’agar sang  (Biomérieux España S.A, Madrid, Espanya). Posar discos d’antibiòtic de 

selecció per les transconjugants. 

14. Incubar a 37 ºC de 18-20 h. 

15. De les estries que presenten resistència als antibiòtics de selecció fer antibiograma i 

biotipat. 

16.  Comparar antibiograma i biotipat per confirmar obtenció de transconjugants i si és així 

sembrar per congelar al dia següent. 

17. Comprovar el mecanisme de resistència  i la presència del plasmidi que el vehicula 

mitjançant PCR. 
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ANNEX VII  

 

Estudi de sobreexpressió de la bomba d’expulsió AcrAB 

 

 
Protocol 

 

1) Calcular la concentració inhibitoria mínima (CIM) de les soques seleccionades 

a) Cultiu overnight  de la soques en una placa d’agar sang (Biomérieux España S.A, Madrid, 

Espanya) a 37 ºC.  

b) Seguir el protocol de plaques Micronaut-s (Merlin, Alemanya) . 

c) Lectura de CIM i  interpretació seguint els punts de tall del CLSI. 

2) Assaig d’acumulació de bromur d’etidi (BrEt) 

a) Selecció de soques en funció del pulsotip i el patró de sensibilitat. 

b) Cultiu overnight en 10 ml de medi líquid LB a 37 ºC amb agitació. 
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c) Ressembra en 15 ml de medi líquid LB i incubació fins assolir una absorvància de 0,8. 

d) Centrifugació (4000 g, 5 min a 4 ºC) i mantenir en gel. 

e) Descartar el sobrenadant i resuspendre en 1,5 ml de tampó fosfat (50 mM tampó fosfat pH 

7,5; 1 mM MgSO4). 

f) Centrifugar (4000g, 3 min a 4 ºC). 

g) Mesurar l’absorvància (una solució 1:100) [blanc: tampó fosfat, mostra: 900 µl de tampó 

fosfat + 100 µl de mostra] 

h) Ajustar a una absorvància de 20. 

i) Omplir la placa :Inocular per pouet 185 μl de solució bacteriana + 5  μl de Glucosa (0.2%) + 

10μl de Solució de BrEt. 

j) Introduir en el fluoròmetre Infinite M1000 (TECAN, Suissa) amb el programa indicat  (amb 

una longitud d’ona d’excitació de entre 520-580 nm i sempre a una temperatura de entre 

36,5 i 37,5 ºC). Lectura de 30 min. 

k) Càlcul de la fluorescència relativa. La fluorescència relativa és la relació entre les dades de 

fluorescència primes del flux de sortida i la de cèl·lules carregades amb BrEt. El flux de sortida 

es representa així com la relació de fluorescència que roman per unitat de temps, 

relativament a la de les cèl·lules.  

 

3) Estudi de l’expressió del gen acrB en K. pneumoniae. 

És una tècnica que es basa en la quantificació relativa de l'expressió del gen a estudiar en relació 

a l’expressió d’un gen conservat (housekeeping). En el nostre cas el gen a estudiar és el gen acrB i 

el comparem amb  el gen gapA de la mateixa soca. 

a) Ambient lliure de ribonucleases: 

i) S'ha de tenir una especial cura per evitar la introducció de RNases a la preparació de 

ARN, tant durant com després de la seva extracció per la qual cosa s'hauran en compte 

les següents precaucions: 

(1) Descontaminar l’ambient (taula de treball i gradetes) i el material (guants pipetes) 

que s’utilitzarà amb el RNaseZap RNasa décontamination Solution (Appplied 

Biosystems).  

(2) Utilitzar material de plàstic (eppendorf) net de RNases. 

(3) S'ha de treballar sempre en gel per evitar la degradació de l‘ARN 

b) Extracció de l’ARNm total bacterià  

L'extracció d’ARN missatger (ARNm) bacterià es porta a terme amb el kit RNeasy Mini Kit 

(Qiagen). El procediment és el següent, utilitzant tres rèpliques per mostra. 

i) Procediment 

Passos previs a l'extracció: 

a) Sembrar una colònia de la soca d'estudi en 5 ml de medi Luria-Bertani (LB) overnight a 37 ºC 

amb agitació suau. 

b) Afegir 50 µl d'aquest cultiu a 5 ml de medi LB nou i incubar durant 2 o 3 hores a 37 ºC amb 

agitació suau fins a obtenir una O.D 600nm (densitat òptica a λ = 600 nm) de 

aproximadament 0,5 (ajustar 1 ml amb LB). 

c) Tampó TE (10 mM Tris-Cl, 1mM EDTA, pH 8) contenint 1 mg/ml de lisozima. 

d)  Tampó de lisi RLT (RNeasy Lysis Buffer) + β-mercaptoetanol: Afegir 10 ml de β-

mercaptoetanol per 1 ml de tampó RLT (aquesta solució és estable durant 1 mes). 
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e) Afegir 0,5 ml de cultiu a un tub amb 1 ml de RNAprotect Bacteri Reagent. Agitar 5 segons i 

incubar 5 minuts a temperatura ambient. 

f) Centrifugar durant 10' a 5.000 g. 

g) Decantar el sobrenedant i eliminar el sobrenedant residual deixant el tub invertit sobre paper 

(no eliminar amb pipeta). 

1) Afegir 100 µl de tampó TE. 

2) Agitar 10 segons i incubar a temperatura ambient 5 minuts (incubar amb agitació o agitar 10 

segons almenys cada 2 minuts). 

3) Afegir 350 µl de tampó de lisi RLT + β-mercaptoetanol (1/100) i agitar vigorosament. Si existeix 

material particulat visible, centrifugar i utilitzar el sobrenedant. 

4) Afegir 250 µl d'etanol (96-100%) i barrejar amb pipeta. 

5) Transferir 700 µl del llisat (sense incloure el precipitat que es pugui haver format) a una columna 

de RNeasy Mini amb el seu tub col·lector de 2 ml. Tancar la tapa i centrifugar 15 segons com a 

mínim a 8.000 g. Descartar el líquid i reutilitzar el tub per al següent pas. 

6) Afegir 350 µl del tampó de rentat RW1 a la columna i centrifugar 15 segons a ≥ 8.000 g. Descarta 

el líquid. 

7) Afegir 10 µl de DNasa a 70 µl de tampó RDD. Barrejar invertint el tub (no agitador) i fer un pols 

de centrífuga per baixar el líquid residual de les parets del tub. 

8) Afegir la mix de DNasaI (80 µl) directament a la membrana de la columna i incubar a temperatura 

ambient 15 minuts. 

9) Afegir 350 µl del tampó de rentat RW1 a la columna, esperar 5 minuts i, centrifugar 15 segons a ≥ 

8.000g. Descartar el líquid i el tub col·lector. 

10) Col·locar la columna en un nou tub col·lector de 2ml. Afegir 500 µl de tampó de rentat RPE i 

centrifugar 15 segons a ≥ 8.000 g. Descartar el líquid. 

11) Afegir 500 µl de tampó de rentat RPE i centrifugar 2 minuts a ≥ 8.000 g. Descartar el líquid i el 

tub. 

12) Col·locar la columna en un nou tub de 1,5 ml. Afegir 30-50 µl d'aigua RNasa-free i centrifugar 1  

minut a ≥ 8.000 g. 

13) Ajustar la concentració d’ARN a 50 ng/ml i emmagatzemar a -80 ºC. 

c) Síntesi d’ADNc 

Un cop tenim l’ARN, la part corresponent al ARNm del gen, la responsable de la seva expressió,  amb 

el kit QuantiTect Reverse Transcription (Qiagen) donarem lloc a ADNc, que serà el motlle per a la 

reacció de PCR en temps real (RT-PCR). 

d) PCR a temps real (qRT-PCR) 

La PCR en temps real és un mètode basat en la detecció de fluorescència dels amplicons d’ADN 

obtinguts en cada cicle durant la PCR. Es fa servir el termociclador  LightCycler (Roche) i el kit 

QuantiFast TM SYBR® (Qiagen). Com més expressat estigui el gen, la senyal de fluorescència de 

l’amplificació per PCR passarà abans el llindar (threshold) i serà detectat per l'aparell. El valor del CT 

(cycle threshold) obtingut pel LightCycler serà proporcional a la quantitat d’ARNm del gen. 

Un cop obtinguts la “Mean Concentration” del  gens acrB de les dos soquesi la Standard 

concentration del gen control (gapA). Podem calcular la diferencia entre l’expressió dels dos gens en 

cada soca  (= Mean conc. acrB / Standard conc. gapA) i aquest valor dividir entre els dos soques per 

veure si existeix diferències considerables en al expressió (valor per sobre de 20). 
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ANNEX VIII  

 

Whole-genome sequencing (WGS).  

 

Protocol 

1. Extracció d’ADN 

a) Etiquetar dos tubs  de 0,5 ml del Qubit Assay per a la Standard #1 i #2 i un tub per mostra. 

b) Realitzar la Qubit working solution: Diluir el reactiu  de Qubit dsDNA BR en una proporció 1:200 

en el tampó de Qubit dsDNA BR (1 µl de reactiu BR + 199 µl de tampó BR per mostra). 

c) Pipetejar 190 µl de la Qubit working solution en cada un dels tubs etiquetats. 

d) Afegir 100 µl de les 2 Qubit standard al tub apropiat i barrejar per vòrtexs durant 3 segons, anant 

en compte de no crear bombolles. 

e) Diluir la mostra d’ADN 1:10 amb aigua MGB  (2 µl de mostra + 18 µl d’aigua). 

f) Incubar els tubs a temperatura ambient durant 2 minuts. 

g) A la pantalla d’inici del fluorometre Qubit 2.0, premer ADN i a continuació seleccionar dsDNA 

High Sensitivity Assay i el tipus d’assaig. El Standard Screen es visualitza automàticament. 

h) En el Standard Screen prémer Yes per a continuar una nova calibració. 

i) Insertar el tub que conté la Standard #1 en el fluoròmetre, tancar la tapa i prémer Read. La 

lectura triga uns 3 segons. Retira la Standard #1. 

j) Repetir el procés amb la Standard #2.  

k) Inserir la primera mostra i prémer Read Next Sample. 

l) Completar el mesurament de les mostres, prémer Calculate Stock Conc.  Observar en la pantalla 

del calculador de dilució com el volume roller wheel es visualitza. 

m) Utilitzar el volume roller wheel, seleccionar el volum de les mostres originals (2 a 3 µl) que s’ha 

afegit al tub d’assaig. 

n) Per a canviar les unitats, prémer ng/ml. Canviar  a ng/µl. 

o) Sortir de la pantalla de calculador de dilució, prémer Read Next Sample. 

p) Repetir el procés de lectura i càlcul en els mostres següents. 

q) Diluir la mostra a 0,2 ng/µl amb aigua. Utilitzar una fulla d’excel per escriure les dades. 

 

2. Preparació de la llibreria genómica  

2.1. Tagmentació 

a) Treure els iniciadors index del congelador i deixar-los a temperatura ambient. 

a) Invertir el tampó TD (Tagment DNA buffer) descongelat i l’ATM (Amplicon Template 

Mix) entre 3 i 5 cops, seguit de una molt breu centrifugació en la micro-centriguga. 

b) Etiquetar una nova placa NTA(Nextera XT Tagment amplicon Plate) de PCR de 96 pous. 

c) Afegir 10 µl de tampó TD  a cada pouet per a ser usat en aquest assaig.  

d) Afegir 5 µl  d’ADN a 0,2 ng/µl (1 ng total) a cada pouet de mostra de la placa de NTA. 

e) Afegir 5 µl d’ATM als pous que contenen ADN  i  tampó TD . Canviar puntes entre 

mostres. 

f) Segellar la placa NTA amb el segell adhesiu  Microseal. 

g) Centrifugar a  280 g a 20 ºC durant 1 minut. 

h) Col·locar la placa NTA en el termociclador amb el programa:  5 minuts a 55 ºC i 

mantenir a 10 ºC. 
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i) Quan la mostra arriba a 10 ºC, procedir immediatament per neutralitzar NTA mentre el 

transposoma segueix actiu. 

j) Retirar el segell adhesiu i afegir 5 µl del tampó NT (Neutralize Tagment buffer) en cada 

pouet. 

k) Cobrir la paca amb l’adhesiu. 

l) Centrifugar a 280 g a 20 ºC durant 1 minut. 

m) Deixar la  placa de NTA a temperatura ambient durant 5 minuts. 

 

2.2.  PCR Index 

a) Retirar el NPM (Nextera PCR Master mix) del congelador i descongelar a temperatura 

ambient. 

b) Invertir els tubs de NPM i dels iniciadors index de 3  a 5 cops, per a barrejar el seu 

contingut, seguit d’una curta centrifugació en la micro-centrifuga. 

c) Afegir 15 µl de NPM a cada pouet de mostra. 

d) Afegir 5 µl del iniciador index 2 (tap blanca, i50x) a cada pouet amb mostre. 

e) Afegir 5 µl del iniciador index 1 (tap taronja, ii7xx) a cada pouet amb mostre. 

f) Cobrir la placa amb l’adhesiu de PCR i barrejar durant 5 segons a 1800rpm. 

g) Centrifugar la placa NTA a 280g a 20 ºC durant 1 minut. 

h) Realitzar la PCR utilitzant el següent programa en un termociclador: 

 3 minuts a 72  ºC 

 3o segons a 95 ºC 

 12 cicles de: 

o 10 segons a 95 ºC. 

o 30 segons a 55 ºC. 

o 30 segons a 72 ºC. 

 5 minuts a 72 ºC. 

 Mantenir a 10 ºC. 

Aquí es pot realitzar una parada i deixar les mostres a 4 ºC un termini màxim de 2 dies. 

2.3. PCR cleanup 

a) Posar les alíquotes d’AmPure XP a temperatura ambient. 

b) Preparar etanol fresc 80% d'etanol absolut. 

c) Retirar el tampó de resuspensió (RSB) del congelador i deixar que es descongeli a 

temperatura ambient. 

d) Centrifugar la placa NTA a 280g durant 1 min (20 ºC) per recollir la condensació. 

e) Vortejar les perles d’AmPure XP durant 30 segons per assegurar-se que  les perles estan 

uniformement dispersades.  

f) Afegir 25 µl de perles AmPure XP a cada pouet (la mida dels inserts d ela llibreria >500 

pb). 

g) Barrejar a 1800 rpm durant 2 minuts. 

h) Incubar a temperatura ambient sense sacsejades durant 5 minuts. 

i) Col·locar la placa en un suport magnètic durant 2 minuts o fins que el sobrenedant s’ha 

aclarit. 

j) Amb la placa al suport magnètic, rentar les perles amb etanol  al 80% de la següent 

manera: (1) afegir 200 µl d’etanol al 80% a cada pouet amb mostra. No s’han de 
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resuspendre les perles. (2) Incubar la placa en el suport magnètic durant 30 segons. (3) 

Retirar i descartar el sobrenedant. 

k) Realitzar un segon rentat amb etanol al 80% amb la placa al suport magnètic. 

l) Col·locar la placa en una microcentrifuga i realitzar un petit spin. 

m) Col·locar la placa al suport magnètic i retirar l’etanol residual. 

n) Deixar el pelet assecant-se al aire durant 15 minuts. 

o) Retirar la placa del suport magnètic i afegir 52,5 µl de RSB a cada pouet. 

p) Barrejar per pipeteig fins estar segur que les perles estan completament resuspeses. 

q) Incubar a la temperatura ambiental durant 2 minuts. 

r) Col·locar la placa en el suport magnètic durant 2 minuts o abans que el sobrenedant 

s’hagi netejat. 

s) Etiquetar dos noves plaques de PCR de 96 pouets: CAN (Clean Amplified NTA) i LNP 

(Library Normalization Plate). 

t) Transferir 50 µl del sobrenedant a la placa CAN. 

u) Transferir 20 µl dels sobrenedant de la placa CAN a la LNP. 

v) Congelar els 30 µl del sobrenedant en la placa CAN a -15 ºC. 

Aquí es pot realitzar una parada i deixar les mostres a -15 ºC un termini d’una setmana. 

2.4. Normalització de la llibreria 

a) Preparar 0,1 mol/L NaOH. 

b) Retirar LNA1 (Library Normalization Additives 1) del congelador i deixar-lo a 

temperatura ambient. Fer un vòrtex i assegurar-se que el precipitat està completament 

dissolt. 

c) Retirar LNB 1(Library Normalization Beads 1) i el LNW1 (Library Normalization Wash 1) 

de la nevera i deixar-los a temperatura ambient. Barrejar vigorosament el LNB1, fent 

que les perles estiguin bé resuspeses i que no hi hagi pelet. 

d) Assegurar-se que el LNS1(Library Normalization Storage 1) està a temperatura ambient 

abans d’utilitzar-lo. 

e) Pipetejar 45,8 µl de LNA1 per mostra (917 µl per 20 mostres) en un tub eppendorf de 

1,5 ml. 

f) Resuspendre LNB1 i un cop estigui ben resuspes, es transfereix 8,3 µl per mostra (166,7 

µl per 20 mostres) al tub eppendorf amb LNA1. Barrejar el contingut. 

g) Afegir 45 µl del combinat LNA1/LNB1 a cada pouet de la placa LNP. 

h) Segellar la placa. 

i) Centrifugar la placa a 1800rpm durant 30 minuts.  

j) Col·locar la placa en un suport magnètic durant 2 minuts. 

k) Confirmar que el sobrenedant s’ha netejat. 

l) Retirar i descartar el sobrenedant. 

m) Retirar la placa del suport magnètic i netejar les perles amb LNW1 seguint els següents 

passos (dos cops): (1) afegir 45 µl de LNW1 a cada mostra, (2) segellar la placa amb el 

film adhesiu, (3) centrifugar la placa a 1800rpm durant 5 minuts, (4) col·locar  la placa 

en el suport magnètic durant 2 minuts fins que s’ha netejat el sobrenedant. (4) 

descartar el sobrenedant. 

n) Retirar la placa del suport magnètic. 

o) Afegir 30 µl de 0,1 mol/L de NaOH  a cada pouet amb mostra. Barreja. 
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p) Segella la placa. 

q) Centrifuga la placa a 1800 rpm durant 5 minuts. 

r) Afegir 30 µl de LNS1 a cada pouet de la placa SGP. 

s) Després de 5 minuts d’elució, col·locar la placa LNP en el suport magnètic durant 2 

minuts fins que el sobrenedant estigui net. 

t) Transferir 30 µl del sobrenedant de la placa LNP a la placa SGP. 

u) Segellar la placa SGP. 

v) Centrifugar la placa a 1800 rpm durant 5 segons i fer-li un petit spin. 

Aquí es pot realitzar una parada i deixar les mostres a -15 ºC un termini de dos setmanes 

2.5. Posta en comú de la llibreria (Library pool) 

a) Deixar el HT1(Hybridization buffer) a temperatura ambient. 

b) Encendre un Heat Block per a tubs de 1,5 ml a 96 ºC. 

c) Etiquetar un tub eppendorf com  PAL (Pooled Amplified Library). 

d) Transferir 5 µl de cada mostra en el tub PAL. 

e) Etiquetar un segon tub eppendorf d’1,5 ml com DAL(Diluted Amplified Library).  

f) Pipetejar 586 µl del HT1 dins el tub DAL. 

g) Transferir 14 µl de PAL al tub de DAL. I barrejar. 

h) Realitzar un petit spin a la microcentrifuga. 

i) Incubar el tub DAL a 96 ºC durant 2 minuts. 

j) Barrejar per inversió el contingut del tub DAL (2 cops). 

k) Immediatament col·locar el tub DAL en gel durant 5 minuts (deixar el tub DAL en gel 

fins el començament de la MiSeq). 

l) Carregar DAL dins un cartutx de reactius de Miseq descongelat. (Nota: Cal fer aquest 

pas de desnaturalització per calor immediatament abans de la càrrega DAL en el cartutx 

de reactiu MiSeq per assegurar  una càrrega eficient de l’ADN en la cèl·lula de MiSeq.). 

m) Tapar el tub PAL i segellar la placa SGP amb Microseal B. 

n) Desar el tub PAL i la placa SGP de -25 ºC a -15 ºC durant un màxim d’una setmana. 

 

2.6. Preparar un control PhiX de seqüenciació 

 Preparar HT1: 

a) Extreure el tub de HT1 (Tampó d'hibridació) de -15 a -25 ºC i descongelar a temperatura 

ambient. 

b) Quan estigui descongelat, emmagatzemar entre 2 i 8ºC, fins que estigui llest per a diluir a les 

llibreries desnaturalitzades. 

 Preparar una dilució de NaOH: 

a) Preparar 1 ml de 0,2 N de NaOH: aigua bidestilada (800 µl) i 0,1 N NaOH  (200 µl), en tub 

de microcentrifuga. 

b) Invertir el tub diverses vegades per barrejar. 

 Preparar el control PhiX: 

a) Combinar els següents volums per a diluir el Phix a 4nM: 10 nM de PhiX (2 µl),  10 mm 

Tris-Cl, pH 8,5 amb 0,1% de Tween 20 (3 µl). 

b) Si no  s’ha elaborat en les últimes 12 hores, preparar una dilució fresca de 0,2 N NaOH. 

 Desnaturalitzar el control PhiX: 
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a) Combinar els següents volums de 4nM PhiX i 0,2 N de NaOH en un tub de 

microcentrifuga: 4 nM PhiX (5 µl) i 0,2 N NaOH (5 µl). 

b) Passar per un breu vòrtex per barrejar la solució de 2 nM PhiX. 

c) Centrifugar la solució a 280 g durant 1 minut. 

d) Incubar durant 5 minuts a temperatura ambient per desnaturalitzar  el PhiX. 

e) Afegiu el següent volum de HT1 pre-refredat al tub que conté desnaturalitzat PhiX 

biblioteca per donar com a resultat 20 pM PhiX: PhiX (10 µl) i HT1 Pre-refredat (990 µl). 

 Diluir el control PhiX desnaturalitzat: 

a) Es dilueix el 20 pM PhiX desnaturalitzat a 12,5 pM barrejant el següent: 20 pM de PhiX 

desnaturalitzat (375 µl) i HT1 Pre-refredat (225 µl). 

b) Invertir diverses vegades per barrejar la solució. 

c) Descartar la dilució restant de 0,2 N NaOH. 

 Combinar la mostre de la llibreria i el control PhiX: 

Illumina recomana una baixa concentració de control PhiX augmentat  en l'1% per a la majoria de les 

llibreries; i per llibreries de baixa diversitat, augmentar el control PhiX almenys a 5%. 

a) Combini els següents volums dels controls PhiX desnaturalitzat i la seva mostra de la 

llibreria desnaturalitzada. 

Taula 39. Quantitats utilitzades per combinar la mostra de llibreria i el control PhiX. 

 Majoria de llibreries (1%) Llibreries de baixa diversitat (≥ 

5%) 

Control PhiX desnaturalitzat i diluït 6 µl 30 µl 

Mostra de la llibreria 

desnaturalitzada i diluïda 

594 µl 570 µl 

 

b) Barrejar el PhiX i la mostre i deixar en gel fins que  es carregui el cartutx de reactius de 

MiSeq. 

 

2.7. Preparació del cartutx de reactius 

 Descongelar  els reactius del cartutx: 

Les següents instruccions descriuen com es descongela el cartutx de reactius utilitzant un bany 

maria. 

a) Treure el cartutx de reactius de -15 a -25 ºC. 

b) Col·locar el cartutx de reactius en un bany  maria a temperatura ambient per submergir 

la base del cartutx de reactiu. No permetre que l'aigua sobrepassi la línia màxima d'aigua 

impresa al cartutx de reactius (fletxes taronges).  

 
c) Deixar que el cartutx de reactius es descongeli al bany maria a temperatura ambient 

aproximadament 1 hora o fins que s'hagi descongelat del tot. 

d) Treure el cartutx del bany d'aigua i colpejar suaument al banc per treure l’aigua de la 

base del cartutx. Assecar la base del cartutx. 

 Inspeccionar el cartutx de reactius 
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a) Inverteix el cartutx de reactius deu vegades per barrejar els reactius descongelats, i després 

visualment inspeccionar que totes les posicions es descongelen. 

b) Inspeccionar visualment els reactius en les posicions 1, 2 i 4 per assegurar-se que siguin 

mixtes i sense precipitat. 

c) Evitar la creació de bombolles. 

d) Col·locar el cartutx en gel entre 2 i 8  ºC (fins a 6 hores) fins que estigui llest per carregar-lo al 

Miseq i corre la seqüenciació. Per a millors resultats, carregar les mostres abans de carregar-

lo al Miseq. 

 

2.8. Preparar l’execució del MiSeq 

 Carregar les llibreries de mostres: 

a) Utilitzar una punta de pipeta neta de 1 ml per perforar el segell d’alumini sobre 

l’etiqueta de càrrega (Load Samples). 

b) Pipetejar 600 µl de llibreries preparades en el dipòsit de càrrega de mostres. Evitar tocar 

el segell d'alumini a mesura que es dispensa la mostra. 

c) Procedir directament als passos de configuració d'execució utilitzant el software de 

control d'instruments de seqüenciació. 

 Configurar el Executar utilitzant software de Control MiSeq (MCS) 

a) A la pantalla de Benvinguda, seleccionar Administrar Instrument. 

b) A la pantalla  de Gestiona Instrument, seleccionar Reiniciar per reiniciar el software del 

sistema. 

c) A la pantalla de Benvinguda, seleccionar Seqüència per començar els passos de 

configuració de l'execució. 

 Netegeu la cel·la de flux (Flow Cel) 

a) Posar en un nou parell de guants nets. 

b) Utilitzant les pinces de plàstic, agafa la cel·la de flux per la base del cartutx de plàstic i 

treure del recipient de la cel·la de flux. 

c) Esbandir lleugerament la cel·la de flux amb aigua bidestilada, assegurant-se que tant el 

vidre i cartutx de plàstic es renten a fons de l'excés de sals. 

d) Utilitzant una tovalloleta amb alcohol, netegi el vidre de la cel·la de flux. Assegureu-vos 

que el vidre està lliure de ratlles, empremtes dactilars, i fibres de borrissol o de teixits. 

Eviteu l'ús de la tovalloleta d'alcohol a la cel·la de flux. 

e) Eixugar qualsevol excés d'alcohol amb un mocador de paper per netejar lents i sense fils.  

 Carregar la cel·la de flux 

a) Aixecar la tapa del compartiment de la cel·la de flux, i després premeu el botó d'obertura cap 

a la dreta del pestell cel de flux. El pestell de cel·la de flux s'obrirà. 

b) Sostenint la cel·la de flux per les vores del cartutx de la cel·la de flux, posar la cel·la de flux en 

la plataforma. 

c) Prémer suaument cap avall el pestell de la cel·la de flux per tancar-la sobre la cel·la de flux. 

d) Comprovar la cantonada inferior esquerra de la pantalla per confirmar que el RFID de la cel·la 

de flux serà llegit correctament.  

e) Tancar la tapa del compartiment de la cel·la de flux. 

f) Seleccionar Següent a la pantalla de càrrega de la cel·la de flux. 

 



Marc Argente Viñals 

216 Annexos 

 

 

 Carregar  el PR2 i comprovar l'ampolla de residus: 

a) Extreure l'ampolla de PR2 de 2 a 8 ° C. Invertir suaument l'ampolla per barrejar el contingut i 

retiri la tapa. 

b) Obrir la porta del compartiment de reactius. 

c) Aixecar la maneta d fins que encaixi al seu lloc. 

d) Col·locar l'ampolla PR2 en l'osca a la dreta del reactiu refrigerat. 

e) Assegurar-se que l'ampolla de residus esta buida. 

f) Baixar lentament la maneta.  

g) Comprovar la cantonada inferior esquerra de la pantalla per confirmar que el RFID de 

l'ampolla PR2 es  llegirà correctament.  

h) Seleccionar Següent a la pantalla  dels reactius de càrrega. 

 Carregar el cartutx de reactius: 

a) Obrir la porta del refrigerador de reactius. 

b) Sostenir el cartutx de reactius a l'extrem amb l'etiqueta de Illumina, i fer lliscar el  cartutx de 

reactius  en el refrigerador de reactius fins que el cartutx s'aturi. 

c) Tancar la porta del refrigerador de reactius. 

d) Comprovar la cantonada inferior esquerra de la pantalla per confirmar que el RFID del cartutx 

de reactius es llegeix correctament. 

e) Tancar la porta del compartiment de reactius. 

f) Seleccionar Següent a la pantalla de reactius de càrrega. 
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ANNEX IX 

 

Representació d'un tros de la seqüència de l'entorn genètic del gen blaOXA-48 de la soca carb010. IRR i IRL 

senyalitzats en taronja i les regions reguladores (-10 i -35) en blanc, IS1999 en groc, IS1R en blau, InsA en 

vermell, InsB en blau i  blaOXA-48 en verd. 
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