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RESUMEN

Klebsiella pneumoniae es un importante patdégeno humano, tanto en el
ambiente hospitalario como en la comunidad. Coloniza las mucosas y la piel de
pacientes hospitalizados, causando sobre todo infecciones del tracto
respiratorio y del tracto urinario. En personas con comorbilidades se comporta
como un patdgeno oportunista, especialmente en pacientes
inmunocomprometidos. K. pneumoniae es ademas la segunda causa de

bacteriemia Gram negativa, tras Escherichia coli.

En nuestra area geografica durante el periodo 2007-2009, K. pneumoniae fue
una causa importante de bacteriemia nosocomial (n=223), comunitaria (n=67) y
de bacteriemia relacionada con el sistema sanitario (n=58). La caracterizacion
molecular de 290 cepas de K. pneumoniae mostré una gran diversidad
genética lo que indica que la bacteriemia estd causada por cepas endbégenas
propias de cada paciente. Las cepas productoras de -lactamasas de espectro
extendido (BLEES) fueron mas frecuentes en la bacteriemia nosocomial y en la
relacionada con el sistema sanitario (24/223, 10,8%; y 4/58, 6,9%,
respectivamente) que en la bacteriemia comunitaria (2/67, 3%). Los principales
focos de la bacteriemia fueron urinario (29/67, 43,3%) vy biliar (21/67, 31,3%) en
la bacteriemia comunitaria y en la bacteriemia asociada a catéter (89/223,

39,9%) en la nosocomial.

Entre las 878 cepas de K. pneumoniae causantes de bacteriemia en el periodo
2007-2013, soélo 53 (6%) presentaron el fenotipo hipermucoviscoso; entre
estas, 28 fueron cepas hipervirulentas (presencia de los genes magA y/o rmpA,
52,8%), especialmente de los serotipos K1 (n=16) o K2 (n=9). La bacteriemia

por cepas hipervirulentas se asocié a neumonia y absceso piogenico hepatico.
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Se estudiaron los factores de virulencia de 38 cepas de K. pneumoniae
hipermucoviscosas [15 cepas magA(+)/rmpA(+) ST23 K1; 12 cepas magA(-)
IrmpA(+); y 11 cepas magA(-)/rmpA(-)] y 7 cepas no hipermucoviscosas. Las
cepas con presencia de los genes magA y/o rmpA fueron mas
hipermucoviscosas, mostraron mayor resistencia al suero y formaron
biopelicula aire-liquido. Las cepas sin los genes magA y rmpA se adhirieron
mas rapidamente a una superficie solida lo que podria ser ventajoso en el
proceso invasivo.

La multirresistencia antibidtica de K. pneumoniae es un fenémeno creciente a
nivel hospitalario y se ha estudiado en la segunda parte de esta tesis. En un
primer estudio, se analizaron 98 K. pneumoniae aisladas en 38 pacientes en el
periodo de mayo 2007 a diciembre 2009. Estas cepas presentaban resistencia
a amoxicilina/clavulanico, piperacilina/tazobactam, tobramicina, amikacina y
ciprofloxacino; asi mismo presentaban una sensibilidad disminuida a cefepime.
Los aislamientos mostraron un Unico patron en la electroforesis en campo
pulsado (ECP) relacionado con el ST14. Se encontré el gen blaoxa1 en un
integron de clase | que también contenia el gen aac(6')/b-cr.

Un segundo trabajo, describe las caracteristicas clinicas y moleculares de un
brote (de octubre 2010 a diciembre 2012), causado por una cepa de K.
pneumoniae resistente a carbapenémicos (KP-RC) productora de CTX-M-15 y
OXA-48. En dicho brote también se detectaron cepas isogénicas sensibles a
carbapenémicos (KP-SC) productoras de CTX-M-15. Los 38 pacientes tenian
enfermedades de base. Diecisiete pacientes (14 KP-RC y 3 KP-SC) recibieron
tratamiento previo con carbapenémicos. Todos los aislamientos fueron

resistentes a gentamicina, ciprofloxacino y cotrimoxazol. Tanto las KP-SC como

Xl



RESUMEN

las KP-RC mostraron el mismo perfil de electroforesis en campo pulsado (ECP)
asociado al ST101 y tenian el gen blactx-m-15. Se detectd el gen blaoxa-s

asociado a un plasmido de 70 kb s6lo en las KP-RC.
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1. TAXONOMIA E HISTORIA

En 1875, el patélogo aleman Edwin Klebs (1834-1913) observé por primera
vez la presencia de bacterias en las vias aéreas de pacientes fallecidos a
causa de neumonia (Klebs, 1875; Brisse et al., 2006). Sin embargo, no esta
claro si la bacteria que observé Klebs era realmente Klebsiella o Streptococcus
pneumoniae, ya que esta ultima bacteria es la primera causa de neumonia
bacteriana (Woodhead, 2002). Unos afios mas tarde, en 1882 otro patologo y
microbiologo aleman, Carl Friedlander (1847-1887), reconocié que habia
bacterias en los pulmones de la mayoria de los pacientes que morian de
neumonia y detecté una ausencia de bacterias en los de los pacientes que
tenian otra causa de muerte. Con este hallazgo concluyé que dichas bacterias
encontradas serian la causa de la neumonia y las denomin6 bacilo de

Friedlander (Friedlander, 1883).

También en 1882 se aisl6 la primera cepa de Klebsiella sp. de un paciente con
rinoescleroma (Klebsiella rhinoscleromatis). En 1885, Trevisan dio nombre a
uno de los géneros mas representativos de la familia Enterobacteriaceae
(Klebsiella) e identifico al bacilo de Friedlander como Klebsiella pneumoniae, en

honor a Edwin Klebs (Klebs, 1875; Friedlander, 1883; Brisse et al., 2006).

La séptima edicion del afio 1957 del Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology 1984, define a la familia Enterobacteriaceae como una de las mas
importantes en patologia humana (2015a; 2015b). Debido a la importancia
médica del género Klebsiella se han ido realizando diferentes clasificaciones a

lo largo del tiempo (Cowan et al., 1960; Barr, 1977).
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La primera clasificacion del género se bas6 en criterios clinicos y permitio
diferenciar tres especies: K. pneumoniae, K. ozaenae y K. rhinoscleromatis
(Drancourt et al.,, 2001). Gracias a la utilizacion de métodos taxonémicos
moleculares esta clasificacion original fue revisada en repetidas ocasiones. En
la actualidad predomina la clasificacion establecida por @rskov en 1984 que
clasifica el género Klebsiella en 5 especies, basandose en la caracteristicas
fenotipicas y bioquimicas: K. pneumoniae, K. oxytoca, K. terrigena, K.
ornithinolytica y K. planticola (sinbnimo de K. trevisanii). La especie tipo del
género, K. pneumoniae, se dividié en tres subespecies: K. pneumoniae subsp.
pneumoniae (descrita por Schroeter en 1886), K. pneumoniae subsp. ozaenae
(descrita por Abel en 1893) y K. pneumoniae subsp. rhinoscleromatis (descrita
por Trevisan en 1887). Esta clasificacion se basa en su fenotipo, sus
caracteristicas bioquimicas, moleculares y sus manifestaciones clinicas (Brisse

et al., 2006) (Tabla 1).

Los estudios moleculares permitieron en 2001 la division del género en tres
clusters de acuerdo con su heterogeneidad filogenética: cluster I, contenia las
especies mas patogenas, K. granulomatis y las tres subespecies de K.
pneumoniae; cluster IlI, contenia K. ornithinolytica, K. planticola (descrita
inicialmente como K. trevisanii) y K. terrigena; cluster lll, contenia K. oxytoca
(Brisse et al., 2001). El cluster Il fue reclasificado como un nuevo género,
Raoultella (R. ornithinolytica, R. planticola y R. terrigena) (Drancourt et al.,

2001).

Otras especies nuevas o renombradas pertenecientes al género son: Klebsiella

variicola, Klebsiella alba, Klebsiella milletis, Klebsiella senegalensis, Klebsiella
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singaporensis (que ahora se incluye en Klebsiella variicola), Klebsiella
michiganensis y Klebsiella quasipneumoniae con dos subespecies: Klebsiella
quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae y Klebsiella quasipneumoniae
subsp. similipneumoniae (Bascomb et al., 1971b; Rosenblueth et al., 2004; Li
et al., 2004; Brisse et al., 2006; Xu et al., 2010; Brisse et al., 2014) (Figura 1).
En la actualidad se describen nuevas especies gracias a los analisis
filogenéticos de las cepas, a la secuenciacion de los genes 16S rRNA, gyrA,
parC; a la tipificacion molecular mediante “multilocus sequence typing” (MLST)
y a las caracteristicas bioquimicas (Brisse et al., 2006; Brisse et al., 2014)

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

De las especies descritas hasta el momento, la especie de Klebsiella en que se

basa esta tesis es K. pneumoniae.

[ Dominio: Bacteria ]

[ Filo: Proteobacteria ]

[ Clase: Gammaproteobacteria ]

[ Orden: Enterobacteriales ]

[ Familia: Enterobacteriaceae ]
[ Género: Klebsiella ]

[ Especie: (*) ]

Figura 1: Piramide taxonémica del género Klebsiella.

(*) Las diferentes especies que comprende el género Klebsiella se han descrito en el

punto 1. Taxonomia e historia.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi
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Tabla 1: Clasificacion de las especies del género (Cowan et al., 1960; Bascomb et al., 1971a; Podschun et al., 1998; Drancourt et al.,

2001)
Cowan (1960) Bascomb (1971) @rskov (1984) Drancourt (2001)
K. aerogenes K. aerogenes K. pneumoniae K. pneumoniae
K. pneumoniae K. oxytoca subsp. pneumoniae subsp. pneumoniae
K. ozaenae K. edwardsii subsp. ozaenae subsp. ozaenae
K. rhinoscleromatis K. pneumoniae subsp. rhinoscleromatis subsp. rhinoscleromatis
K. edwardsii sensu stricto K. oxytoca K. granulomatis
subsp. edwardsii var. atlantae sensu lato K. terrigena K. terrigena o R. terrigena
subsp. edwardsii var. edwardsii | K. ozaenae K. planticola (incluyen K. trevisanii) | K. planticola o R. planticola
K. rhinoscleromatis K. ornithinolytica (incluyen K. trevisanii)
K. “grupo sin nombre” K. ornithinolytica o R. ornithinolytica
E. aerogenes (o K. mobilis) K. oxytoca
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2. CARACTERISTICAS DEL GENERO Klebsiella

El género Klebsiella lo componen bacterias Gram negativas de la familia
Enterobacteriaceae (Tabla 2). Es un bacilo inmdvil, oxidasa negativa y catalasa
positiva, tienen una capsula, basicamente compuesta por polisacaridos, que es
un importante determinante de patogenicidad (Cowan et al., 1960; Brisse et al.,

2006).

Las especies de Klebsiella son ubicuas en la naturaleza debido a su gran
adaptacion a diferentes nichos ecolégicos y a sus diferentes especies.
Klebsiella ademas de tener como habitat las aguas residuales, el suelo y las
plantas, es un patégeno oportunista comun de humanos y otros animales que
coloniza las mucosas de los mamiferos. La microbiota nasofaringea y
especialmente la del tracto gastrointestinal son los reservorios de Klebsiella

(Bagley, 1985).

No tienen requerimientos especificos para su crecimiento, ya que pueden
cultivarse facilmente en medios de cultivo sencillos como Agar sangre, siendo
sus condiciones Optimas de crecimiento son 37°C y pH 7. Son anaerobias
facultativas ya que pueden crecer en ausencia 0 presencia de oxigeno y
muchas de las especies que forman el género pueden sobrevivir utilizando
citrato y glucosa como fuente de carbono, y amonio como fuente de nitrégeno.
Fermentan la lactosa y el manitol y reducen el nitrato a nitrito. Tienen actividad
ureasa positiva (hidroliza la urea a diéxido de carbono y amoniaco) y son indol
y ornitina negativas (no degradan el triptéfano y no poseen la enzima ornitina

descarboxilasa), aunque siempre hay excepciones en algunas especies.
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No producen &cido sulfhidrico y son positivas para el test del Rojo de Metilo y

Voges-Proskauer (fermentacion de la glucosa por la via acido mixta con

produccion de acidos estables en el tiempo y por la via butanodidlica con

formacion de un metabolito neutro) y también para el test ONPG (presencia de

la enzima [B-galactosidasa capaz de fermentar la lactosa). Las cepas de

Klebsiella pueden ser aisladas de sangre, orina, muestras abdominales,

muestras respiratorias, etc (Cowan et al., 1960; Brisse et al., 2006; Brisse et al.,

2014).

Tabla 2: Caracteristicas fenotipicas de las especies de Klebsiella

K. pneumoniae

pneumoniae
subsp. ozaenae

subsp.

subsp.

rhinoscleromatis

K.

oxytoca

K.

terrigena

K.

planticola

K.

ornithinolytica

Indol

Rojo de metilo

1
=+

Voges-
Proskauer

=+
1

Citrato

ONPG

Ornitina
descarboxilasa

Arginina
dihidrolasa

Lisina
descarboxilasa

Urea

Malonato

Lactosa

Crecimiento
10°C

a

Movilidad
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3. IMPORTANCIA CLINICA DE Klebsiella pneumoniae

3.1. K. pneumoniae como agente causal de infecciones

K. pneumoniae desempefia un importante papel como causa de enfermedades
infecciosas oportunistas, siendo la segunda enterobacteria oportunista mas
importante como causa de infecciones nosocomiales y comunitarias, después
de Escherichia coli (Al-Hasan et al., 2010).

Causa una gran variedad de infecciones siendo importante como patégeno
urinario, abdominal y respiratorio (Podschun et al., 1998; Shon et al., 2013).
Ademas en los Ultimos afios se ha observado, especialmente en Asia, un
incremento de abscesos piogénicos hepaticos causados por K. pneumoniae

(Shon et al., 2013; Patel et al., 2014).

Las infecciones nosocomiales debidas a Klebsiella son especialmente
problematicas en las unidades pediatricas y de neonatos, unidades de
guemados y sobre todo en las unidades de cuidados intensivos (UCI) debido a
la presencia de cepas multirresistentes (Ruiz et al., 2010; Sanchez et al., 2012;
Sadowska-Krawczenko et al.,, 2012; Khan et al., 2014; Jung et al.,, 2014;

Vandevelde et al., 2014, Lee et al., 2015; Lin et al., 2015; Ontanilla et al., 2015).

El grado de colonizacidon por cepas multirresistentes aumenta en pacientes
hospitalizados en funcion del tiempo de estancia hospitalaria y del uso de

antibioticos. La capacidad de este microorganismo para diseminarse se traduce
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en la aparicion de brotes nosocomiales, cuyo principal reservorio es la
colonizacion del tracto digestivo de los pacientes hospitalizados. Las
infecciones causadas por K. pneumoniae presentan unas tasas de mortalidad y
morbilidad variables. Los factores de riesgo que favorecen una
colonizacion/infeccion son la inmunodepresion de los pacientes (pacientes con
diabetes mellitus o cancer), la edad (nifios y ancianos mayoritariamente), la
realizacion de procedimientos invasivos (catéteres), el uso de los agentes
antimicrobianos, el alcoholismo crénico y la vulnerabilidad frente a
microorganismos multirresistentes (Asensio et al., 2000; Cabellos et al., 2009;
Perianes-Diaz et al., 2014; Yali et al., 2014; Little et al., 2014; Lee et al., 2015;

Gajul et al., 2015)

Los casos de infecciones causadas por cepas hipervirulentas de K.
pneumoniae son mas frecuentes en Asia, aunque en los Ultimos afios se esta
detectando un incremento a nivel mundial. En la década de los 90, se
describieron casos de abscesos piogénicos hepéticos causados por K.
pneumoniae adquirida en la comunidad en paises asiaticos. Ademas, en la
Ultima década se han comunicado casos esporadicos de abscesos piogénicos
hepaticos y neumonias causadas por K. pneumoniae, en el resto del mundo

(Shon et al., 2013; Lin et al., 2014b; Lin et al., 2015).
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3.2. Brotes causados por K. pneumoniae

La capacidad de K. pneumoniae para colonizar el ambiente hospitalario, los
fomites, los pacientes y el personal hospitalario, favorecen la diseminacion de

las infecciones de adquisicion hospitalaria (Freeman et al., 2014).

Las técnicas moleculares de tipado facilitan la identificacion de la cepa
causante del brote hospitalario y son imprescindibles para un mejor
conocimiento de las infecciones nosocomiales (Pfaller et al., 2001). En el caso
de los brotes clonales, causados por organismos de la misma especie y con el
mismo perfil de resistencia antibibtica, la tipificacion molecular es necesaria
para determinar la relacién genotipica entre las cepas causantes del brote y
para detectar el posible origen de la infeccion (Sader et al.,, 1995). Sin
embargo, los métodos fenotipicos, especialmente el perfil de resistencia a los
antibiéticos (antibiotipo o patron de resistencia) constituyen una primera

aproximacion util para la investigacion de un brote nosocomial.

La mayor parte de los brotes de infeccion nosocomial causados por K.
pneumoniae multirresistente descritos en la literatura en la década de los 70
son debidos a cepas resistentes a aminoglucosidos (Podschun et al., 1998). En
la década de 1990 a 2000 se comenzaron a describir los brotes causados por
las cepas productoras de BLEEs (Pefia et al., 1998), mientras que las
causadas por cepas resistentes a carbapenémicos se describen a partir de los

afos 2000 (Pitart et al., 2011).
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Entre la variedad de factores de riesgo que pueden facilitar la colonizacion y/o
infeccidon por cepas K. pneumoniae multirresistentes cabe destacar la gravedad
del paciente, la duracién de la hospitalizacion y los tratamientos invasivos que
impliguen una mayor manipulacion del paciente como la ventilacion mecanica y

los catéteres intravasculares o urinarios (Kuehn, 2013; Lee et al., 2015).

Sin embargo, el consumo de antibitticos es el factor mas determinante ya que
estos ejercen una presion selectiva sobre la flora bacteriana propia de cada
paciente, eliminando las bacterias sensibles y permitiendo la multiplicacion de las
bacterias resistentes a los antibidticos, que acaban convirtiéndose en la flora

predominante (Borer et al., 2012; Han et al., 2012).

Para controlar la diseminacion de cepas resistentes en el ambiente hospitalario,
es necesario cumplir adecuadamente una serie de medidas de control de la
infeccién. Incluyendo la rapida identificacion del brote, una estricta higiene y el
seguimiento de los protocolos hospitalarios que previenen de la transmision de
la cepa entre distintos pacientes mediante fomites o por la actividad del
personal sanitario. La utilizacion de medidas de barrera en la manipulacion de
los pacientes colonizados o infectados con alguna cepa de K. pneumoniae
multirresistente y el uso de material fungible de un solo uso, son medidas de
control que minimizan la transmision de las cepas multirresistentes circulantes

(Podschun et al., 1998; Pefa et al., 1998; Tacconelli et al., 2014).
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4. MECANISMOS DE RESISTENCIA ANTIBIOTICA

4.1. Resistencia a los antibioticos B-lactamicos

4.1.1. Mecanismos de resistencia a los antibiéticos B-lactamicos

La utilizacion masiva de los antibiéticos B-lactamicos ha originado la apariciéon
de diversos mecanismos de resistencia bacteriana que limitan su uso en la
practica clinica (Figura 2). Se han descrito cuatro mecanismos de resistencia a

los antibioticos B-lactamicos (Fisher et al., 2005; Oztiirk et al., 2015).

Enzymatic
inactivation

[Flactamase L

fi-lactam %0

POrn
Decreased

@  outer-membrane

permeability

Figura 2: Principales mecanismos de resistencia a los antibiéticos B-lactamicos

en Enterobacteriaceae (Nordmann et al., 2012a)
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a) Alteraciones en las proteinas fijadoras de penicilina (penicillin binding proteins,

PBPs): Las PBPs son enzimas que catalizan la sintesis del peptidoglicano y, son
a su vez, la diana especifica de los antibidticos B-lactamicos. Las modificaciones
en su estructura impiden su interaccion normal con el antibiético confiriendo
pérdida de afinidad de las PBPs por los antibiticos B-lactamicos, provocando
que las bacterias se hagan mas resistentes a ellos. La hiperproduccion de PBPs
también puede dar lugar a una disminucion de la sensibilidad de la bacteria a los
antibiéticos B-lactamicos al no existir suficientes moléculas del antibiotico para

saturar el exceso de PBPs producidas.

b) Modificacion de la permeabilidad de la membrana externa: La membrana

externa de las bacterias Gram negativas supone para los antibidticos -
lactdmicos una barrera que deben atravesar antes de unirse a las PBPs. Al ser
hidrofilos los antibidticos B-lactamicos, no difunden bien a través de la membrana
externa y deben utilizar canales proteicos inespecificos para atravesarla,
denominados porinas. La resistencia a antibioticos -lactdmicos puede producirse
por pérdida de las porinas, reduccién de su nuimero o modificacion de las
mismas. Con frecuencia este mecanismo se asocia a otros mecanismos de
resistencia elevando la resistencia a los antibidticos [B-lactamicos, como la
produccion de B-lactamasas o la presencia de bombas de eflujo que bombean el
antibiotico al exterior. En K. pneumoniae se han identificado dos porinas
principales: OmpK35 y OmpK36 (Alberti et al.,, 1993; Ardanuy et al., 1998;

Hernandez-Allés et al., 1999).

12
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c) Produccion de B-lactamasas: Las B-lactamasas son hidrolasas que rompen el
enlace amida del anillo B-lactamico inactivando el antibidtico de forma irreversible.
En la familia de las enterobacterias, la sintesis de las B-lactamasas constituye el
mecanismo mas importante de resistencia a los antibiéticos B-lactamicos y de

adaptacion bacteriana frente a nuevos antibioticos 3-lactamicos.

d) Bombas de expulsion activa: Los sistemas de expulsion estan formados por

proteinas de membrana especializadas, que captan y expulsan los antibiéticos
desde el citoplasma a la membrana de forma activa, gracias a la energia de
protones o por un sistema relacionado con el ATP.

La bombas de expulsion activa AcrAB y OQqxAB se han detectado
frecuentemente en K. pneumoniae. Aunque OgxAB se describié inicialmente en
E. coli en 2003 se ha detectado en otra especies de la familia
Enterobacteriaceae (K. pneumoniae, Enterobacter aerogenes y Enterobacter
cloacae). Comparte un 40% de homologia con otras bomba de expulsién activa
como AcrAB de K. pneumoniae y E. coli o MexAB en Pseudomonas aeruginosa

(Yuan et al., 2012; Bialek-Davenet et al., 2015).

4.1.2. Las B-lactamasas y su clasificacion

De los posibles mecanismos de resistencia a los antibiéticos p-lactamicos, la
produccion de [B-lactamasas es la principal causa de la resistencia de las

enterobacterias a este grupo de antimicrobianos (Curello et al., 2014).
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La gran diversidad de enzimas y de perfiles de hidrdlisis ha hecho que se
hayan propuesto diferentes esquemas para su clasificacion.

Las clasificaciones de B-lactamasas mas utilizadas son la molecular de Ambler
y la funcional de Bush-Jacoby-Medeiros (Ambler, 1980; Bush et al., 1995)

(Tabla 3).

Ambler en 1980 propuso la primera clasificacion de B-lactamasas basada en la
estructura molecular dividiéndolas en dos clases: clase A o penicilinasas que
poseen un residuo de serina en el centro activo (poseen un fenotipo de
resistencia a penicilinas y a combinaciones de penicilinas con inhibidores de las
B-lactamasas) y clase B o cefalosporinasas, metalo-B-lactamasas que requieren
zinc como cofactor (Ambler, 1980).

Un afio mas tarde, fueron Jaurin y Grundstrém los que ampliaron esta
clasificacion con la clase C; cefalosporinasas con una serina en su centro
activo (Jaurin et al., 1981).

A finales de los afios 80, se definen como clase D las B-lactamasas tipo serina
que hidrolizan la cloxacilina o la oxacilina. Las B-lactamasas de la clase
molecular D también se denominan oxacilinasas debido a que hidrolizan
oxacilinasa con mejor rapidez que las penicilinas y/o cefalosporinas. Se dividen
en 2 subgrupos: 2de para las que su perfil de hidrélisis es de BLEE y 2df para

las carbapenemasas (Huovinen et al., 1988; Bush et al., 2010).

14
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Bush-Jacoby  Bush-Jacoby-

group

Tabla 3: Clasificacién de las B-lactamasas (Bush et al., 2010)

Medeiros

Molecular class

Distinctive substrate(s)

Inhibited by

Defining characierisuic(s)

Representative

{2009)  group (1905)  (Subelass) CAor TZB® EDTA enzyme(s)

1 1 C Cephalosporing No No  Greater hydrolysis of cephalosporing  E. coli AmpC, P99,
than benzylpenicillin; hydrolvzes ACT-1, CMY-2,
cephamycins FOX-1, MIR-1

le NI” C Cephalosporing No No  Increased hydrolysis of ceftazidime  GC1, CMY-37
and often other oxyimino-g-
lacrams

2a 2a A Penicillins Yes No  Greater hydrolysis of PC1
benzylpenicillin than
cephalosporins

2b b Penicillins, early cephalosporing  Yes No  Similar hydrolysis of benzylpenicillin - TEM-1, TEM-2,
and cephalosporing SHV-1

Ibe Ibe Exiended-spectrum Yes No  Increased hydrolysis of oxyimino-g- TEM-3, SHV-Z,

cephalosporins, lacrams (cefotaxime, cefiazidime, CTX-M-15,
monobactams ceftriaxone, cefepime, azireonam) FER-1, VEB-1
2br Zbr Penicillins No No  Resistance o clavulanic acid, TEM-30, SHV-10
sulbactam, and azobactam
Iher NI A Exiznded-spectrum No No  Increased hydrolysis of oxyimino-g-  TEM-50
cephalosporins, lacrams combined with resistance
monobactams 10 clavulanic acid, sulbactam, and
Lazobactam

Ic 2o A Carbenicillin Yes No  Increased hydrolysis of carbenicillin ~ PSE-1, CARB-3

2oe NI A Carbenicillin, cefepime Yes No  Increased hydrolysis of carbenicillin, RTG-4
cefepime, and cefpirome

d 2d b Cloxacillin Wariabla No  Increased hydrolysis of cloxacillin or  ONA-1, OXA-10
onacillin

2de NI b Extended-spectrum Wariabla No  Hydrolyzes cloxacillin or oxacillin OXA-11, OXA-15

cephalosporins and oxyimino-g-lactams

2df NI b Carbapenems Wariabla No  Hydrolyzes cloxacillin or oxacillin OXA-23, OXAAR
and carbapenems

2e 2e A Exiended-specirum Yes No  Hydrolyzes cephalosporins. CepA

cephalosporins Inhibited by clavulanic acid but
nOL AZTE0NAm

a 2f A Carbapenems Wariable No  Increased hydrolysis of KPC-2, IMI-1,
carbapenems, oxyimino-g-lactams,  SME-1
cephamycins

Ja 3 B (B1) Carbapenems No Yes  Broad-spectrum hydrolysis including  IMP-1, VIM-1,
carbapenems but not CerA, IND-1
monobaciams

B (B3) L1, CAU-1, GOB-
1, FEZ-1

3b 3 B(B2) Carbapenems No Yes  Preferental hydrolysis of CphA, Sfh-1
carbapenems

NI 4 Unknown

@ CA, clavulanic acid; TZB, tazobactam.

® NI, not included.

Actualmente, el numero total de B-lactamasas caracterizadas llega casi a las
1000 como se detalla en la pagina web dirigida por la Dra. Karen Bush donde se

presentan las enzimas de la familia TEM, SHV 'y OXA

(http://lwww.lahey.org/studies).
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4.1.3. Las B-lactamasas de espectro extendido (BLEES)

Las cepas de K. pneumoniae producen una [B-lactamasas (penicilinasa) de
codificacion cromosdmica (LEN-1 y SHV-1), aunque es frecuente la produccién
de B-lactamasas de codificacion plasmidica (TEM, CTX-M, OXA...) (Haeggman

et al., 2004).

La produccion de B-lactamasas plasmidicas es variable encontrandose con
mayor frecuencia las del grupo funcional 2b pertenecientes a la clase molecular
A, segun la clasificacion de Bush y Medeiros, SHV, TEM y CTX-M. En los
altimos afos, la identificacion de otros tipos de [-lactamasas ha ido
incrementando especialmente las B-lactamasas de la familia de las OXA y las

carbapenemasas (Canton et al., 2012b).

Los miembros de la especie K. pneumoniae que presentan estas enzimas
producen las [-lactamasas de espectro extendido (BLEE), son
homogéneamente resistentes a penicilinas (ampicilina, amoxicilina, piperacilina 'y
ticarcilina) y presentan resistencia variable a otros grupos antibiéticos. Tienen
la capacidad de hidrolizar las cefalosporinas (cefotaxima, ceftriaxona,
ceftazidima, cefepime) y monobactamicos (aztreonam), pero no las cefamicinas
(cefoxitina). Mayoritariamente no hidrolizan los carbapenémicos como
imipenem, meropenem y ertapenem (a excepcion de los grupos 2df, 2f y 3).
Las BLEEs son inhibidas por el acido clavulanico y el tazobactam. Los genes

que las codifican se localizan en elementos maviles facilitando su diseminacion
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y presentando co-resistencia a otros antibacterianos como aminoglucdsidos,

cotrimoxazol y quinolonas (Gupta et al., 2003; Cercenado et al., 2011).

4.1.4. AmpC plasmidicas

La cefalosporinasa cromosomica (AmpC) fue la primera enzima bacteriana
descrita capaz de destruir la penicilina, que fue detectada en una cepa de E.
coli en 1940 (Jacoby, 2009). En la clasificacion estructural de (-lactamasas
propuesta por Ambler las enzimas AmpC pertenecen a la clase molecular C y
segun la clasificaciéon funcional de Bush-Jacoby-Medeiros se les asigna el

grupo 1 (Bush et al., 2010).

Las AmpC hidrolizan cefalosporinas de 22 y 32 generacién y no se inhiben por
acido clavulanico. Pueden ser de localizacion cromosdmica o plasmidica asi,
se han detectado cepas con co-existencia de AmpC y BLEE presentando una
elevada concentracion minima inhibitoria (CMI) a cefalosporinas (Paterson et

al., 2005).

La variabilidad genética de las [B-lactamasas tipo AmpC ha permitido su
clasificacion en diferentes familias. Las mas comunes entre las cepas de K.
pneumoniae son CMY, FOX, ACC, LAT, MIR, ACT, MOX y DHA (Jacoby,
2009). Aunque la produccion de AmpC plasmidicas no es frecuente en las
enterobacterias, es un hecho que se debe tener en cuenta (Rodriguez-Bafio et

al., 2012; Mir6 et al., 2013).
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4.1.5. Carbapenemasas

Las cepas K. pneumoniae y otras enterobacterias con resistencia a antibioticos
carbapenémicos (imipenem, ertapenem, meropenem) son un problema reciente
en todo el mundo, limitando todavia mas las opciones terapéuticas (Nordmann
et al., 2011a; Canton et al., 2012a). Ademas, estas cepas a menudo albergan
también mecanismos adicionales de resistencia, como produccién de BLEEs,
mutaciones en genes, expresion de bombas de flujo, enzimas modificantes de

aminoglucésidos, etc.

Las carbapenemasas pueden pertenecer a las clases de p-lactamasas A, By D
(Ambler, 1980; Bush et al., 2010). Segun su mecanismo hidrolitico, las enzimas
de la clase A y D son B-lactamasas con centro activo serina, mientras que las
enzimas de la clase B son metalo-B-lactamasas ya que requieren zinc como
cofactor. Las carbapenemasas de la clase A incluyen a las familias SME, IMI,
NMC, GES y KPC,; las de la clase B las familias IMP, VIM, SPM, GIM y SIM y

las de la clase D la familia OXA (Queenan et al., 2007).

La clase molecular se asocia con la capacidad de hidrolizar penicilinas,
cefalosporinas, monobactamicos y/o carbapenémicos. Las enzimas de la clase
A hidrolizan penicilinas, cefalosporinas, aztreonam (todas excepto la familia
GES) y los carbapenémicos. Las enzimas de la clase A son inhibidas por el
acido clavulanico pero no por el EDTA. Las enzimas de la clase B hidrolizan
penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos pero no hidrolizan el aztreonam.
Son enzimas inhibidas por el EDTA y no por el acido clavulanico. Y por ultimo,

las enzimas de la clase D hidrolizan penicilinas, hidrolizan de modo variable a
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cefalosporinas y carbapenémicos pero no hidrolizan el aztreonam. Las
carbapenemasas de la familia OXA se pueden inhibir por el acido clavulanico y

no por el EDTA (Queenan et al., 2007).

4.2. Resistencia a quinolonas

En 1962 se descubrié la primera molécula de la familia de las quinolonas, el
acido nalidixico, activo frente a algunas bacterias Gram negativas. En la
década de los 80 aparecieron las primeras quinolonas fluoradas
(fluoroquinolonas) que mejoraron el espectro de las anteriores. El amplio uso
de estos antimicrobianos ha favorecido al desarrollo de resistencias mediadas

principalmente por cambios cromosomicos.

En K. pneumoniae, los mecanismos de resistencia a fluoroquinolonas mas
conocidos son las mutaciones puntuales en la zona conocida como quinolone
resistance-determining region (QRDR) de la ADN girasa (genes gyrAy gyrB) y
de la topoisomerasa IV (genes parC y parE). La primera diana de resistencia a
qguinolonas en microorganismos Gram negativos es gyrA. Una mutacién en
gyrA da lugar a resistencia de bajo nivel. La existencia de varias mutaciones en
gyrA aumenta gradualmente el nivel de resistencia de bajo nivel. La causa de
resistencia de alto nivel se debe a la presencia de mutaciones simultdneas en

gyrAy en parC (Deguchi et al., 1997).
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Sin embargo, también existen mecanismos de resistencia transferibles
adquiridos mediante elementos genéticos moéviles (Ruiz et al., 2012), que

pueden clasificarse en:

a.) Proteccion de la diana por proteinas de la familia gnr (quinolone resistance):

(Martinez-Martinez et al., 1998a; Martinez-Martinez et al., 1998b; Tran et al.,
2002)

Las proteinas gnr protegen la ADN girasa y la topoisomerasa IV (dianas de las
quinolonas) frente a inhibidores naturales, confieren resistencia a nalidixico y
provocan un aumento en las CMiIs de las quinolonas.

El operén suele localizarse formando parte de un integrén de clase 1 portador

de otros mecanismos de resistencia adicionales (Rodriguez-Martinez, 2005).

b.) Bombas de expulsién: (Rodriguez-Martinez et al., 2013; Al-Marzooq et al.,

2014; Goudarzi et al., 2015)
Actividad de transportadores activos enddégenos que provocan la expulsion de
los antimicrobianos desde la membrana celular al medio exterior (gepA,

OQgxAB).

c.) Maodificacién enzimatica: (Cubero et al., 2013a)

La enzima aac(6’)-lb-cr es una variante de la enzima aminoglucésido
acetiltransferasa, capaz de inactivar por acetilacion los aminoglucésidos y las

fluoroquinolonas.
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d.) Alteraciones de la permeabilidad: porinas (Martinez-Martinez et al., 1996;

Ardanuy et al., 1998)
Alteraciones en la permeabilidad de la membrana que disminuyen la

penetracion intracelular del farmaco (OmpK35, OmpK36).

En algunas cepas multirresistentes es frecuente la presencia de uno o varios
genes que confieren resistencia a fluoroquinolonas, lo que explica la frecuente
asociaciéon de las B-lactamasas plasmidicas y la resistencia a quinolonas
incrementada (Robicsek et al.,, 2006a; Robicsek et al., 2006b; Jacoby et al.,

2014).

4.3 Deteccion fenotipica de cepas K. pneumoniae resistentes

Los estudios de sensibilidad antibiética deben seguir los estandares nacionales
e internacionales donde se proponen los métodos y los puntos de corte clinicos
y epidemioldgicos para determinar la sensibilidad antibiética. Dichos puntos de
corte se revisan y se modifican periodicamente. En Europa hay 7 paises con
comités nacionales europeos para decidir los puntos de corte de nuevos y
antiguos antimicrobianos: BSAC (Reino Unido), CA-SFM (Francia), CRG
(Paises Bajos), DIN (Alemania), NWGA (Noruega), SRGA (Suecia) y
MENSURA (Espafia). Para evitar divergencias de interpretacién entre distintos
paises europeos, se cred el European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) desde la European Society for Clinical

Microbiology and Infectious Diseases, http://www.eucast.org/ (ESCMID).

Todavia no existe una coordinacion entre el comité europeo (EUCAST) y el
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americano (The Clinical and Laboratory Standards Institute, USA, CLSI), lo que

se traduce en discrepancias en la interpretacién de algunos antibidticos.

Siguiendo las definiciones del EUCAST, se entiende como microorganismo
sensible (S) cuando el nivel de actividad antimicrobiana implica una elevada
probabilidad de éxito terapéutico. Una cepa con sensibilidad clinica intermedia (1)
seria considerada cuando el éxito terapéutico tenga un efecto incierto, lo que
implica que la infeccion debida a dicho microorganismo debe ser adecuadamente
tratada en el lugar de la infeccién con un antimicrobiano concentrado o con una
elevada dosis. Por ultimo, se define una cepa como clinicamente resistente (R)
cuando el nivel de actividad antimicrobiana comporta una elevada probabilidad de
fallo terapéutico. Los puntos de corte se presentan como S<x mg/L; I>X, <y mg/L
y R>y mg/L segun la resistencia clinica y los puntos de corte clinicos y

epidemiolégicos (http://www.eucast.org/clinical_breakpoints/).

El aumento progresivo de cepas resistentes por produccion de B-lactamasas de
espectro extendido (BLEES) hace que sean necesarios métodos de cribado
para su rapida deteccién. Uno de los test mas utilizados es el test de la sinergia
del doble disco que consiste en hacer crecer una cepa en una placa de agar
Mueller-Hinton y poner un disco de carga estandar de cefotaxima y uno de
ceftazidima y un disco que contenga una combinacion de acido clavulanico y
estos antibidticos. Un test positivo resultaria cuando el halo del antibidtico en
combinacion con el acido clavulanico aumente su diametro respecto al halo del

antibiético en solitario.

Otro método muy utilizado es el E-test que evalla las cefalosporinas de tercera

generacion con y sin un inhibidor de la B-lactamasa. Una disminucién de la CMI
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en 3 0 mas diluciones, al afiadir acido clavulanico, indica la posible presencia
de una BLEE. También se puede determinar la actividad de carbapenémicos
con los E-test de imipenem e imipenem/EDTA o en combinacion con acido
bordénico, aunque no es un buen método para la deteccion de OXA-48. La
mayoria de los sistemas automatizados de estudio de la sensibilidad antibiotica

disponen de cribado para BLEEs.

La deteccion de cepas productoras de carbapenemasas se basa en la
aplicacion de pruebas de sensibilidad mediante disco difusion o con sistemas
automatizados, aunque no detectan todas las familias de carbapenemasas y
pueden dar discrepancias. El antibiético carbapenémico mas indicado para
detectar las cepas productoras de carbapenemasas es el ertapenem ya que
sus CMIs suelen ser méas elevadas que las de otros carbapenémicos

(Nordmann et al., 2012b).

Un método de deteccidn no molecular propuesto para la deteccién de la
actividad de las carbapenemasas es el test de Hodge que mide de forma
indirecta la hidrdlisis del imipenem y es un buen método para la deteccion de

KPC y OXA-48.

Las técnicas moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
se utilizan en una primera aproximacion para la identificaciéon de las [-
lactamasas:
- Familia de B-lactamasas (blaoxa, blactx-m, blatem y blasnv) (Fang et al.,
2008).
- Cefalosporinasas (CMY, FOX, ACC, LAT, MIR, ACT, MOX y DHA)

(Jacoby, 2009).
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- Carbapenemasas detectadas en K. pneumoniae: carbapenemasas de
clase A (SME, IMI, NMC, GES, KPC), carbapenemasas de clase B o
metalo-B-lactamasas (NDM, IMP, VIM) (Queenan et al., 2007) y

carbapenemasas de clase D del tipo OXA-48 (Poirel et al., 2004).

La utilizacion de estas técnicas es cada vez mas frecuente para confirmar la
presencia de -lactamasas, especialmente carbapenemasas. Tras la
amplificacion de los genes, es necesario conocer su secuencia y compararla
con las secuencias de los genes ya identificados, cuyas secuencias estan
depositadas en bases de datos como Genebank
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank/).

El uso de la espectrometria de masas para detectar la actividad de los
carbapenemasas baséndose en el andlisis de la degradacion de los antibidticos
carbapenémicos es una incorporacion reciente en la deteccion de

carbapenemasas.

La ionizacién MALDI (desorcion/ionizacion mediante laser asistida por matriz)
acoplada a un detector de iones TOF (tiempo de vuelo), permite visualizar el
carbapenémico degradado cuando se compara con el carbapenémico activo no
degradado. El uso de la espectrometria de masas es util para un diagndstico
bacteriol6gico rapido y barato, aunque de momento no es una metodologia
adecuada para la determinacion de la sensibilidad antibidtica (Hrabak et al.,

2011; Burckhardt et al., 2011)
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5. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

Los sistemas de tipificacion molecular sirven para reconocer la relacion
genética entre aislamientos bacterianos vinculados epidemiol6gicamente y que
derivan de un microorganismo ancestral comun. Ademas de ser Utiles en la
identificacion de aislamientos genéticamente relacionados, son técnicas
capaces de diferenciar los aislamientos no relacionados que pertenezcan a la

misma especie (Sader et al., 1995).

El término clon o complejo clonal en epidemiologia, hace referencia al grupo de
aislamientos que descienden de un ancestro comdn, o que proceden
directamente de la misma fuente o de la misma cadena de transmision. Estos
aislamientos mantienen un nivel de similitud genética elevado, mucho mayor
que el de los aislamientos seleccionados arbitrariamente, sin relacion

epidemioldgica.

Las técnicas moleculares varian desde los estudios de restriccion del ADN
cromosomico mediante electroforesis de campo pulsado (ECP), a la
secuenciacion de fragmentos internos de genes metabdlicos muy conservados
(Multilocus sequence typing, MLST), a los analisis del niumero de copias de
determinadas secuencias de insercidn o aquellas secuencias repetidas a lo
largo del cromosoma (REP-PCR) o a la amplificacion arbitraria de fragmentos

genéticos (AP-PCR).
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5.1. Tipificacidon molecular de los microorganismos

5.1.1. Electroforesis en campo pulsado (ECP)

Mediante el analisis del patrébn de macro-restriccion del ADN cromosémico
realizado con la electroforesis ECP se consigue determinar el tamafio de los
fragmentos de ADN. Es una técnica de tipado molecular muy discriminativa,
capaz de separar los fragmentos de ADN de alto peso molecular (desde 100
bases hasta 10 megabases) y tiene varias utilidades en el rastreo e
investigacion de los brotes. Se usa para la investigacion de los brotes de

infecciones nosocomiales o comunitarias (Swaminathan 2001).

ECP es una de las técnicas “gold standard” en los estudios de epidemiologia a
nivel nacional e internacional. Su origen data de 1984 cuando Schwartz y
Cantor idearon una manera de separar moléculas grandes de ADN. Este
método ha tenido una gran aceptacion y aplicabilidad como técnica de

tipificacién molecular (Schwartz et al., 1984).

La interpretacién y comparacion de los perfiles de bandas permite establecer la
relacion epidemiolégica entre los aislamientos, siguiendo los criterios
propuestos por Tenover et al. La deteccion de los fragmentos de ADN se
consigue tras exponer el gel tefiido con bromuro de etidio a la luz ultravioleta y
fotografiarlo. Asi, se consideran aislados distintos cuando se diferencian en

méas de 3 fragmentos o bandas de ADN. Dos aislados se consideran
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genéticamente muy relacionados (subtipos similares de un patréon de ECP)
cuando tienen de 1 a 3 bandas de diferencia entre ambos patrones (Tenover et
al., 1995).

La ventaja del analisis de los perfiles de restriccibn es que es una técnica
altamente reproducible y precisa en la determinacion de la relacion genética de

las cepas microbianas.

5.1.2. Multilocus sequence typing (MLST)

La disminucion del coste de las técnicas de secuenciacion permitié el desarrollo
de esquemas de tipificacion bacteriana basados en la secuenciacion del ADN.
La técnica mas utilizada es el “Multilocus sequence typing” (MLST), que se
basa en la secuenciacion de fragmentos internos de 7 genes metabdlicos muy
conservados (house-keeping genes). En K. pneumoniae los genes
secuenciados para el MLST son los descritos en la web del Institut Pasteur
(Paris) (http://www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mist/Kpneumoniae.html)

(Diancourt et al., 2005).

e rpoB (beta-subunidad de la ARN polimerasa)

e gapA (gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa)
« mdh (malato deshidrogenasa)

e pgi (fosfoglucosa isomerasa)

e phoE (fosforina E)

« infB (factor de iniciacion de la traduccion 2)

« tonB (transductor de la energia periplasmica)
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La mayoria de las especies bacterianas tienen la variacion suficiente en los
genes metabolicos analizados como para dar lugar a muchos alelos por cada
uno de los locus. Esto permite la diferenciacion de miles de combinaciones
alélicas utilizando Unicamente los 7 genes metabolicos mencionados. A cada
secuencia Unica obtenida de estos genes se le asigna un numero de alelo
diferente y cada cepa se caracteriza por la combinacion de las secuencias
Unicas de los alelos en cada uno de los siete loci, lo cual constituye su perfil
alélico o secuenciotipo (ST). La asignacion de alelos o STs se hace utilizando
bases de datos que en el caso de K. pneumoniae esta depositada en el

Instituto Pasteur (http://bigsdb.web.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html).

5.1.3. Next-generation sequencing (NGS)

Las técnicas de secuenciacion de alto rendimiento (NGS), se introdujeron en el
mercado en 2005 teniendo un gran impacto en gendmica (transcriptomica y
epigenémica) con la secuenciacion del genoma completo. Por ahora no es un
método de tipificacion rutinario en los laboratorios, pero se esta introduciendo
pOCO a poco gracias a su gran utilidad. La técnica consiste en realizar, de forma
automatizada, mdultiples alineamientos de las secuencias obtenidas con las

secuencias de una base de datos interna que contiene el software.

El desarrollo de estas nuevas tecnologias permite, entre un amplio rango de
aplicaciones, la rapida secuenciacion de los aislamientos de K. pneumoniae y
aporta informacion sobre la presencia de genes de resistencia, ademas de

clasificar los aislamientos de los diferentes linajes clonales (Arena et al., 2014).
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5.2 Elementos genéticos moviles portadores de mecanismos de

resistencia

5.2.1. Plasmidos

Muchos microorganismos y entre ellos K. pneumoniae, han ido adquiriendo
mecanismos de resistencia bien sea por mutaciones de los genes propios
responsables de la resistencia o por adquisicion de plasmidos u otro ADN

bacteriano extracromosémico (Carattoli, 2013).

Los plasmidos junto con otros elementos méviles como integrones vy
transposones juegan un papel importante en la diseminacion de los
mecanismos de resistencia. Las cepas de K. pneumoniae al igual que otras
enterobacterias pueden acumular plasmidos epidémicos mediante conjugacion
o transformacion. La difusion de un plasmido de resistencia es satisfactoria
cuando se transfiere a una célula receptora sensible que carece de él y permite
la diseminacion de la bacteria portadora del plasmido como agente infeccioso
(Carattoli, 2011).

Estos plasmidos pueden llevar genes que codifican factores de virulencia y
mecanismos de resistencia que incrementan la habilidad de las cepas para
resistir en medios hostiles y sobrevivir frente a antimicrobianos de uso
terapéutico como cefalosporinas, carbapenémicos, penicilinas,
aminoglucésidos o fluoroquinolonas (Carattoli, 2013). Aparentemente, la
presencia de plasmidos no beneficia a la bacteria hospedadora ya que supone

una carga de “fitness extra”. Sin embargo, en situaciones de presién antibiotica
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selectiva un fenotipo de resistencia es facilmente seleccionable con el uso de
antimicrobianos, incrementando su prevalencia y su rapida diseminacion, en
comparacion con otras bacterias que no presenten el plasmido. Las cepas
resistentes son causas importantes de bacteriemias adquiridas en el hospital, y
constituyen un problema grave en unidades de cuidados intensivos y en

pacientes con estancias hospitalarias prolongadas (Mathers et al., 2015).

Los plasmidos de resistencia tienen diferentes origenes y pueden afectar a
diversas especies bacterianas. El analisis plasmidico nos permite también
identificar plasmidos epidémicos idénticos que se encuentren en diferentes clones
dentro de una especie bacteriana, o en diferentes especies bacterianas (Carattoli,
2013). K. pneumoniae normalmente puede llevar mas de un pladsmido, bien sea
de pequefio tamafo, pero con un alto nimero de copias o de gran tamafo,

pero con un bajo nimero de copias (Ramirez et al., 2014).

Cuando dos plasmidos diferentes cohabitan en la célula huésped y compiten
por factores que promueven la replicacibn o segregacion, se da la
incompatibilidad. El grado de incompatibilidad depende del nimero de copias
de cada plasmido y su velocidad de replicacion, ya sea de forma ordenada o
aleatoria. La posterior segregacion sera de forma aleatoria, pero las células
hijas siempre contendran una cantidad equitativa de plasmidos (Kachroo et al.,

2009) (Figura 3).
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Figura 3: Replicacion plasmidica desde una célula progenitora (Kachroo et al.,

2009)

5.2.2. Integrones

Los integrones son elementos genéticos en los que se pueden insertar genes,
entre ellos genes de resistencia antimicrobiana, gracias a un mecanismo de
recombinacion especifico (Lévesque et al., 1995; White et al., 2001; Sabaté et

al., 2002).

La estructura general de los integrones consiste en dos segmentos de ADN
conservados (extremo 5’ [5'CS] y extremo 3’ [3'CS]), separados por una region
variable donde se encuentran los casetes genéticos (Figura 4). En la region
5'CS, se encuentra la integrasa (intl) encargada de catalizar la recombinacion
especifica de sitio, la integracion y la escision de los casetes de genes y que
permite clasificar los integrones en clases, siendo la clase | la mas frecuente en
las cepas clinicas (Sabaté et al., 2002). En esta zona conservada también se
encuentran el lugar de recombinacion especifico (attl) y los promotores
necesarios para expresar los genes que se encuentran en los casetes de

resistencia de la zona variable (White et al., 2001). En la region 3'CS, se
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encuentran el gen de resistencia a compuestos de amonio cuaternario
presentes en algunos antisépticos y desinfectantes (qacEA7) y el gen que

determina resistencia a las sulfonamidas (sull) (Lévesque et al., 1995).

p gacEA1  sull orf3

1 1

GTTRRRY GTTRRRY

int

| inserted cassette |

5'-conserved segment I | 3'-conserved segment

Figura 4: Estructura general del integrén de clase | (Lévesque et al., 1995)

El mapeado de los integrones mediante PCR y secuenciacion es una
herramienta epidemiolégica atil para estudiar la evolucion de estos
mecanismos que diseminan los genes de resistencia antibidtica, su expresion
genética y su posicion en el integrén (Lévesque et al., 1995).

Los integrones probablemente no son mdviles, pero se diseminan en
transposones 0 plasmidos conjugativos que aseguran su difusién entre

bacterias (Sabaté et al., 2002).

5.3. Clones pandémicos vy epidémicos de K. pneumoniae

Las cepas multirresistentes y elevadamente virulentas estan emergiendo a

nivel mundial y por ello es necesario conocer su diseminacion y poder
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relacionar dichas cepas agrupandolas en complejos clonales o grupos clonales
(CCs). Algunas cepas multirresistentes (productoras de BLEE y/o resistentes a
carbapenémicos y/o a quinolonas y/o a aminoglucosidos) pertenecen a grupos
clonales que se han descrito en muchos paises. Asi ciertos genes, el tipo de
infeccidn (nosocomial o comunitaria) y los origenes clinicos de las cepas nos

pueden dar una idea de a qué grupo clonal pertenecen (Bialek-Davenet et al.,
2014) (Figura 5).
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Figura 5: Arbol filogenético de 167 genomas de K. pneumoniae determinado
segun el perfil alélico de 694 genes core genome multilocus sequence typing
(cgMLST). Los grupos clonales mas relevantes estan coloreados: CG258, CG23,
CG35-A y CG35-B, CG380, CG14, CG15, CG375, CG65, CG86. La barra de escala

representa 100 discordancias alélicas. El Neighbor-net est4 generado con el programa

SplitsTree v4.13.1 (Bialek-Davenet et al., 2014).
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Entre los secuenciotipos descritos encontramos ST23 relacionado con las
cepas hipervirulentas del serotipo K1 y los secuenciotipos ST380, ST86, ST57,
ST65 y ST375 relacionados con el serotipo K2 también asociados con
frecuencia con cepas hipervirulentas. Por otro lado, las cepas multirresistentes
se han asociado con los secuenciotipos ST11, ST14, ST15, ST258 y ST512

(Bialek-Davenet et al., 2014).

El Centro europeo de prevencion y control de enfermedades (ECDC) recoge
los datos de resistencia antibiética de microorganismos que causan
bacteriemia. Las graficas muestran las proporciones de aislados de K.
pneumoniae resistentes (resistentes e intermedios) a diferentes antibiéticos
encontrados en Europa (Figuras 6 y 7

(http://ecdc.europa.eu/en/healthtopics/antimicrobial resistance/database/Pages

/map reports.aspx).

Figura 6: Proporcién de aislados resistentes: a. aminoglucésidos, b.

cefalosporinas de 32 generacion,
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Figura 6 (continuacion): Proporcion de aislados resistentes: c. fluoroquinolonas

y d. multirresistentes (resistente a aminoglucésidos, cefalosporinas de 32

generacion y fluoroquinolonas)

La emergencia a nivel mundial de cepas resistentes a carbapenémicos esta
causando un problema sanitario grave ya que su diseminacion es a veces dificil
de controlar. En el control de un brote epidémico causado por estas cepas es
muy importante el diagnostico rapido, la vigilancia activa y el seguimiento
estricto de las guias de control para infecciones facilitada por el ECDC u otros
organismos (http://ecdc.europa.eu/en/healthtopics/Healthcare-
associated_infections/guidance-infection-prevention-control/Pages/guidance-

prevention-control-infections-CRE.aspx) (Nordmann et al., 2014).
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Figura 7: Proporcién de aislados resistentes a carbapenémicos y de las cepas

productoras de carbapenemasas tipos: VIM, KPC, OXA-48 y NDM (Glasner et al.,

2013).
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6. FACTORES DE VIRULENCIA

La capacidad de Klebsiella pneumoniae para causar infecciones se debe a una
serie de factores implicados en la evasion del sistema inmune y en la invasion
tisular. Entre estos factores se encuentran: los antigenos de superficie
(polisacarido capsular [CPS] vy lipopolisacéarido [LPS]), las adhesinas (fimbrias o
no fimbrias), los sideréforos, la resistencia al suero, la actividad ureasica y la
hipermucoviscosidad (Podschun et al., 1998; Brisse et al., 2006; Maroncle et

al., 2006; Broberg et al., 2014) (Figura 8).

Serum resistance Adhesins
Type 1 pili (MSHA)

A Type 3 pili (MR/K-HA)
o ' ® KPF-28 fimbriae
“*°* CF29K (nonfimbrial)
®Ae ® Aggregative adhesin

Enterochelin

/ N Aerobactin

(7(7:—'3—29,3;:!53, Siderophores

Figura 8: Representacion esquematica de los factores de virulencia de K.

pneumoniae (Podschun et al., 1998)
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6.1. Antigenos de superficie

Los miembros del género Klebsiella expresan 2 tipos de antigenos en su
superficie. El primero es un lipopolisacarido (LPS o antigeno O) y el otro es un
polisacéarido capsular (antigeno K). Ambos antigenos contribuyen notablemente
a la patogenicidad de la bacteria.

Hasta el momento han sido descritos 78 antigenos K y 9 antigenos O. La
variabilidad estructural de estos antigenos se ha utilizado para clasificar las
cepas en varios serotipos y segun el serotipo se han detectado diferencias en
la virulencia de las cepas. La diversidad de la capsula polisacaridica es util para
la identificacién seroldgica, aunque en la actualidad el serotipado molecular

deberia remplazar a este método (Brisse et al., 2004).

El antigeno O es el componente més externo del LPS de la membrana externa
y esta formado por un polimero de oligosacaridos que se repiten dotandole de
una gran variabilidad quimica. Las cepas de K. pneumoniae expresan
constitutivamente la cépsula polisacaridica que junto al LPS, facilita la
resistencia del organismo a la muerte por opsonizacion fagocitica, mediante el
complemento. La resistencia al complemento se ve favorecida por la gran
variabilidad que se encuentra en el antigeno O. Ademas, la resistencia al suero
también se asocia al antigeno K, aunque en este caso depende mas de la
cantidad de cépsula producida que de la variabilidad en su composicién

quimica (Alvarez et al., 2000).
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No todos los serotipos de K. pneumoniae actuan del mismo modo frente al
complemento. Siendo el antigeno O1 el mas frecuentemente detectado en las
cepas de K. pneumoniae capsuladas; se produce en la superficie de las cepas
con algunos polisacaridos capsulares como K2, K7, K19, K21, K22 y K66;
mientras que la capsula de los serotipos K1, K10 y K16 enmascaran al
antigeno O1 y favorecen la resistencia a bacteriofagos e impiden la activacion

del complemento (Tomas et al., 1991).

6.1.1. Polisacarido capsular (CPS) o antigeno K

La capsula (CPS) es uno de los factores de virulencia mas importantes para K.
pneumoniae ya que le protege contra la actividad bactericida del suero, los
péptidos antimicrobianos y la fagocitosis. La diferente composicion del
polisacéarido capsular de los distintos serotipos de Klebsiella determina diferentes
grados de virulencia. Las cepas mutantes sin CPS no presentan virulencia y no

son capaces de causar infecciones.

De los 78 serotipos descritos por el momento, los serotipos K1 y K2 son los mas
estudiados y a su vez los mas virulentos. Entre los serotipos asociados con
enfermedad invasiva y mayor patogenia encontramos ademas de K1 y K2, los
serotipos K5, K54, K57 y k20 (Turton et al.,, 2010). Un método rapido para
predecir el serotipo K esta basado en la secuenciacién del gen wzi, que forma

parte del operdn capsular y estd conservado en todos los tipos capsulares de
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K. pneumoniae. Este gen codifica una proteina de membrana externa implicada

en la union de la capsula a la superficie celular (Brisse et al., 2013).

6.1.2. Lipopolisacéarido (LPS) o antigeno O

En K. pneumoniae, los lipopolisacaridos (LPS) de la membrana externa son
esenciales para la estructura y la inmunidad ya que protege de los antibioticos
y favorece la adhesion. LPS estd formado por tres dominios: el lipido A, un

nacleo de oligosacaridos y el antigeno O (Figura 9).

O Monosacarido Cadenas de
o Fosfato 4cidos grasos

Nucleo interno  Nucleo externo

Antigeno O Nucleo Lipido A

Figura 9: Estructura quimica del lipopolisacarido. Figura modificada de (Pupo et

al., 2009)

El lipido A es el anclaje hidrofébico a la membrana celular y puede estar
compuesto por una gran variedad de sacarolipidos y acidos grasos
involucrados en la resistencia a los péptidos antimicrobianos. Es el responsable
de la toxicidad de la molécula y sus variaciones pueden ayudar a los patégenos

Gram negativos a evadir la respuesta inmunitaria innata (Llobet et al., 2015).
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El ndcleo hidrofilico formado por varios azucares facilita el sitio de union al
antigeno O. Y el antigeno O, también hidrofilico, es un complejo polisacaridico
variable compuesto de polimeros de oligosacéaridos repetidos que se encuentra
expuesto en la superficie bacteriana.

El antigeno O es el principal factor de resistencia al complemento y de defensa
frente a la fagocitosis. Sin embargo, la expresion de la capsula es
imprescindible para la resistencia al complemento siendo menos importante la
composicién quimica del polisacarido capsular (tipo K) (Alvarez et al., 2000;
Shankar-Sinha et al., 2004). En la parte externa del LPS se encuentra
localizado el gen uge relacionado con la codificacion de uridina que ayuda a la

colonizacion bacteriana y a la virulencia (Regué et al., 2004).

Los azUcares que componen el antigeno O, su secuencia y la forma de unirse
determinan la especificidad del serotipo O de las diferentes cepas. En contraste
al elevado numero de antigenos capsulares, sélo se han descrito 9 antigenos
O, incluyendo los serotipos O1, O2 (también llamado O2ab), O2ac, 03, 04, O5,
07,08y 012 (Vinogradov et al., 2002).

En K. pneumoniae, el antigeno O1 es el mas prevalente y esta formado por
unidades D-galactano | y D-galactano Il repetidas. Tiene un papel determinante
en la integridad y la permeabilidad de la membrana externa, en el transporte de
moléculas a través de la membrana y en la patogénesis jugando un papel
importante en la interaccion de la bacteria con el sistema inmune (March et al.,

2013).
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6.2. Adhesinas

Las bacterias producen multiples adhesinas que ayudan al microorganismo a
adherirse a las células del huésped, lo que es critico para la infeccion. Para la
adhesion, K. pneumoniae presenta fimbrias que mayoritariamente pueden ser
de dos tipos predominantes: el tipo 1 (manosa sensible) y el tipo 3 (manosa

resistente) (Podschun et al., 1998).

6.2.1. Fimbrias tipo 1

Las fimbrias de tipo 1 son mas gruesas (de 5 a 7 nm de diametro), rigidas,
producen canales y su propiedad adhesiva esta mediada por la adhesina fimH,

localizada en el final de las fimbrias.

El tipo 1 estd asociado con la patogénesis de las infecciones del tracto
urogenitario y del tracto respiratorio, adhiriéndose a las células tubulares
proximales y las células ciliadas de la traquea afectando a la colonizacion.
Favorecen la proliferacion de patdogenos que puede causar neumonia,

principalmente en pacientes con ventilacion mecanica (Podschun et al., 1998).

El cluster fim esta formado ademas de por la adhesina fimH de otros genes.
fimA: codifica la subunidad mayor de la fimbria; fimF, fimG y fimH: codifican la
subunidad menor (homologos de fimC y fimD de E. coli); fiml: esencial para la

biosintesis en E. coli; y por ultimo el gen finK: involucrado en la regulacion de la
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expresion de la fimbria, Unicamente se halla en K. pneumoniae (Struve et al.,
2008).

La adhesina fimH reconoce estructuras que contienen manosa presentes en las
células del huésped o en la matriz extracelular. Esto favorece que la bacteria se

adhiera y colonice el epitelio del tracto urogenitario sobretodo.

6.2.2. Fimbrias tipo 3

Las fimbrias de tipo 3 son mas delgadas (de 2 a 5 nm de diametro), de 0,5 a 2
um de longitud y no forman canales aunque parecen tener una morfologia
curvada debida a su flexibilidad. Intervienen en la adherencia basolateral a las
células endoteliales y los epitelios del tracto respiratorio y urinario, y favorecen
la adhesion a la superficie del higado, pulmones y vejiga. Presentan una
composicién aminoacidica, morfologia, serologia y composicion quimica

diferente de las fimbrias de tipo 1 (Podschun et al., 1998; Di et al., 2003).

El operén mrk codifica una adhesina de tipo fimbria tipo 3 y facilita la unién a la
matriz extracelular. Esta compuesto por seis genes requeridos para la
expresion de las fimbrias de tipo 3. mrkA: codifica la subunidad mayor de la
fimbria (desempefian un papel importante en la formacion de biopelicula en K.
pneumoniae sobretodo en infecciones nosocomiales); mrkB, mrkC y mrkE:
ensamble de la fimbria y regulacion de la expresion de la fimbria; mrkD: codifica
la adhesina responsable de la hemaglutinacién y resistencia a manosa y mrkF:

mantiene la estabilidad de la fimbria en la superficie celular (Allen et al., 1991).
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6.3. Formacion de biopelicula

Los microorganismos pueden vivir y proliferar como células individuales o como
una poblacion multicelular con una elevada organizaciéon y recubiertas por una
matriz polimérica que favorece su asociacion con las superficies bioldgicas y no
biolégicas. La formacion de biopelicula representa un modo de proteccion que
permite a las células sobrevivir en medios y circunstancias hostiles. Dentro de
las comunidades de la biopelicula se pueden distinguir células plancténicas
(crecen como una Unica célula suspendida) y células sésiles (en algunas
circunstancias las células planctonicas se vuelven estructuras estacionarias

unidas a las superficies) (Stoodley et al., 2002; Hall-Stoodley et al., 2004)

La formacién de la biopelicula la podemos dividir en 5 etapas secuenciales
(Figura 10):

1.) La bacteria en forma planctonica se adhiere inicialmente a la superficie.

2.) Una vez adherida la bacteria comienza a dividirse y a formar una
microcolonia.

3.) La biopelicula va madurando acumulando en multicapas las células sésiles.
4.) La bacteria secreta sustancias como exopolisacaridos que constituyen la
matriz polimérica que le proporciona a la biopelicula la cohesion y la estructura
necesarias para la correcta formacion de la comunidad. La estructura formada
tiene forma de setas y presenta canales entre ellas.

5.) El paso final es la desunién de la superficie y la dispersién de la bacteria
gue vuelve a estar en su forma planctonica preparada para colonizar una nueva

superficie.
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Figura 10: Diagrama de las 5 etapas de la formacion de la biopelicula (Stoodley

et al., 2002)

La composicion de la matriz extracelular es compleja y varia entre especies
bacterianas. Puede tener una composicion heterogénea (polisacaridos,
proteinas, 4cidos nucléicos y lipidos), incluso entre cepas de la misma bacteria
sometidas a diferentes condiciones ambientales. Aunque normalmente se
asocian las biopeliculas bacterianas con procesos infecciosos, es necesario
sefialar que algunas biopeliculas tienen diferentes funciones: adhesion,
cohesion, absorcion, retencibn de agua, barrera protectora, actividad
enzimética, fuente de nutrientes, intercambio de informacién genética,

regulador de energia... (Stoodley et al., 2002; Flemming et al., 2010).
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6.4. Sideroforos

El hierro es un elemento vital para el desarrollo bacteriano y a veces su
disponibilidad puede ser limitada. Para solventar este problema K. pneumoniae
produce los sideroforos, determinantes para la adquisicion de hierro ya que se
trata de quelantes que facilitan la obtencién de hierro de la bacteria al unirse a
las proteinas del hospedador. Algunos de los sideréforos de K. pneumoniae,
clasificados segun su composicién quimica, son la enterobactina (ent), la
aerobactina (iucA), la yersiniabactina (ybtS) u otros sideréforos como el
codificado por iutA y el sistema de adquisicién de hierro kfu (Brisse et al., 2006;

Compain et al., 2014).

6.5. Resistencia al suero

La resistencia al suero es la habilidad de la bacteria de resistir frente al efecto
bactericida del suero humano, lo que contribuye a la virulencia de la bacteria.
Este mecanismo esta mediado por la cascada del complemento tanto en la via
clasica como en la alternativa. Algunos de los componentes implicados en la
resistencia al suero en K. pneumoniae son los antigenos capsulares, los

lipopolisacéaridos y algunas proteinas de membrana externa.

El CPS actia enmascarando las moléculas de la superficie bacteriana capaces
de activar la cascada del complemento evitando que en ellas se deposite el

componente C3. Por otro lado, las cadenas O del LPS que no quedan cubiertas

46



INTRODUCCION

por el CPS son expuestas en la superficie con un tamafo superior al habitual.
Por ello, a la hora de depositarse el componente C3 queda demasiado lejos de
la membrana bacteriana impidiéndose la activacion de la cascada, no se
formaria el complejo de ataque a la membrana. Dicho complejo de ataque esta
implicado en la formacion del poro transmembrana que provocaria la lisis
bacteriana debido a una variacion osmética (Podschun et al., 1998; Izquierdo

Lazaro, 2003).

6.6. Metabolismo del nitrégeno

K. pneumoniae es capaz de metabolizar urea como fuente de nitr6geno gracias
a una ureasa citoplasméatica que hidroliza la urea a amoniaco y didéxido de
carbono. El amoniaco puede modificar la estabilidad tisular y juega un papel
importante en la persistencia de algunos patégenos. La incapacidad de
metabolizar la urea puede disminuir la capacidad de colonizacién y persistencia
de la bacteria en medios donde la urea sea abundante como ocurre en el tracto

digestivo (Burne et al., 2000).

El operdn de la ureasa en K. pneumoniae esta formado por genes funcionales y
genes accesorios requeridos para su activacion y correcto funcionamiento.
Entre los genes funcionales o estructurales encontramos el trimero formado por
las unidades ureA, ureB y ureC.

La biogénesis de la ureasa funcional requiere la presencia y expresion de los

genes accesorios ureD, ureF, ureG y ureE (Figura 11).
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Figura 11: Organizacion genética del operén ure de K. pneumoniae con los

genes estructurales y los genes accesorios que tienen un papel importante en la

activacion del enzima (Maroncle et al., 2006)

La funcion de ureE es la de transportar el niquel mientras que la funcion del
complejo ureDFG es la de configurar el trimero ureABC para que pueda
aceptar el niquel. Es una activacién de dos componentes sin los cuales no se
regularia correctamente el operén de la ureasa en repuesta a la capacidad de

hidrolizar la urea presente en el medio (Maroncle et al., 2006).

Otra fuente de nitrégeno y carbono utilizada por K. pneumoniae es la alantoina
muy relacionada con los abscesos hepaticos. El cluster de la alantoina esta
formado por tres genes estructurales (allA, gcl y allD), el gen allR que es un
represor del regulon y el gen allS que codifica el activador del regulon del

metabolismo de la alantoina que interactda con el gen allD (Chou et al., 2004).

6.7. Hipermucoviscosidad

Los cepas hipervirulentas de K. pneumoniae con serotipos relacionados con la

elevada produccion de polisacarido capsular, pueden afectar a personas sanas
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y causar infecciones adquiridas en la comunidad como abscesos hepaticos
pidgenos, abscesos cerebrales, endoftalmitis y neumonia (Liu et al., 1986; Li et

al., 2014a).

Estas cepas hipervirulentas suelen presentar un fenotipo hipermucoviscoso que
puede ser debido a la expresion de dos genes: gen A asociado a la
mucoviscosidad (magA) y gen regulador del fenotipo mucoide A (rmpA) (Fang
et al., 2004; Yu et al., 2006). Dicho fenotipo hipermucoso se puede apreciar a
simple vista realizando el test conocido como “string test”, mediante el cual
obtendriamos un resultado positivo cuando se generara un hilo mucoso de mas

de 5 mm al tocar la colonia con un asa (Figura 12).

Figura 12: Fenotipo hipermucoviscoso de una cepa de K. pneumoniae

El gen magA esté localizado en un cluster especifico del serotipo capsular K1
mientras que rmpA se puede encontrar tanto en el cromosoma como en un

plasmido y es el encargado de regular la sintesis de polisacarido extracelular.
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OBJETIVO 1. Andlisis de las caracteristicas clinicas y microbiologicas de la
bacteriemia causada por Klebsiella pneumoniae en el Hospital Universitario de
Bellvitge de Barcelona (2007-2013).

1.1. Estudio de la epidemiologia clinica y molecular de la bacteriemia causada
por K. pneumoniae (2007- 2009).

1.2. Andlisis de la bacteriemia causada por clones hipervirulentos de K.
pneumoniae (2007- 2013).

1.3. Caracterizacion de los mecanismos de virulencia de las cepas de K.

pneumoniae que causa bacteriemia (2007- 2013).

OBJETIVO 2. Analisis de K. pneumoniae multirresistentes en el Hospital
Universitario de Bellvitge de Barcelona (2007-2012).

2.1. Caracterizacion de un brote causado por K. pneumoniae productora de
blaoxa-1 (2007-2009).

2.2. Epidemiologia molecular de las infecciones por K. pneumoniae productora

de blaoxa-as y blacTtx-m-15 (2010-2012).
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METODOS GENERALES

1. MICROORGANISMOS

1.1. Identificacion de los aislamientos clinicos

Los aislamientos de K. pneumoniae procedentes de muestras clinicas durante el
periodo de estudio se identificaron y se determind su sensibilidad a los antibiéticos
por el método automatizado MicroScan® (Beckman Coulter). Estos aislamientos se
criopreservaron en glicerol para futuros estudios.

Los datos demogréficos de los pacientes y la sensibilidad antibiética de los

aislamientos de K. pneumoniae se recogieron en una base de datos.

1.2. Cepas de referencia

Como cepas de control se utilizaron las siguientes:
- Paralos estudios de la sensibilidad antibiética: Escherichia coli ATCC 25922.
- Para los estudios de transferencia de la resistencia: E. coli J53-2 resistente a
rifampicina (> 100 pug/ml) como cepa receptora de plasmidos conjugativos.
- Para el estudio de la OXA-48:

e K. pneumoniae: 7680 - OXA-48 (Pitart et al., 2011)
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- Para los estudios de plasmidos:
e E. coli NCTC 50193 (CECT678): contiene los plasmidos de 54,38 kb,
7,30 kb, 5,56 kb, 5,14 kb, 3,98 kb, 3,08 kb, 2,71 kb y 2,06 kb.
e E. coli NCTC 59192 (CECT679): contiene plasmidos de 154 kb, 66,2

kb, 37,6 kb y 7,4 Kb.
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2. PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A LOS ANTIBIOTICOS

2.1. Método de microdilucion

La identificacion y determinacién de la sensibilidad antibiética se realiz6 por el
sistema MicroScan (Beckman Coulter) qgue combina diferentes pruebas bioquimicas y
enzimaticas para la identificacién de los microorganismos, junto con concentraciones
criticas de antibiéticos para determinar la concentracion minima inhibitoria (pug/ml)
(CMI) de los distintos antibioticos frente a los microorganismos. La CMI por el método
de microdilucién se define como la menor concentracion capaz de inhibir el
crecimiento visible de bacterias, cuando se utiliza un inéculo de 10° unidades
formadoras de colonia/ml (ufc/ml). Se dispensan 0,1 ml de cultivo bacteriano en cada
pocillo de una placa con diferentes concentraciones de los diversos antibiéticos

deshidratados (en forma de diluciones seriadas).

La lectura de los paneles se realizé a las 18 horas de incubacion a 35°C, utilizando el
sistema MicroScan (Beckman Coulter) (Tabla 4). Los antibiéticos estudiados fueron:
ampicilina, amoxicilina/acido clavulanico, piperacilina, ticarcilina,
piperacilina/tazobactam, cefuroxima, ceftazidima, cefotaxima, aztreonam, imipenem,
ertapenem, gentamicina, tobramicina, amikacina, ciprofloxacino y cotrimoxazol.

Se utilizaron los puntos de corte de sensibilidad y resistencia de EUCAST (The
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) para interpretar los

resultados de los estudios de sensibilidad antibidtica.
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Tabla 4: Rango de diluciones de los antimicrobianos utilizados en los paneles de

MicroScan®

Rango de|Rango de
Antimicrobianos Abreviaturas |diluciones (Panel|diluciones  (Panel
NC53) NC52)
Aug 8/4-16/8 8/4-16/8
Cft/CA 0,5/4-1/4, 414 0,5/4-1/4, 414
Caz/CA 0,25/4, 2/4 0,25/4-0,5/4, 2/4
PIT 8-16, 64 8-16, 64

ol
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2.2. Método de E-test

Este es un método de difusion cuantitativo que utiliza unas tiras comerciales
impregnadas con concentraciones decrecientes de antibidtico lo que permite conocer
la CMI exacta del microorganismo por difusion, ya que la tira tiene, ademas de las
concentraciones seriadas dobles que se utilizan convencionalmente, concentraciones
intermedias entre estas.

Se utilizoé un indculo ajustado a 0,5 de la escala McFarland (=102 ufc/ml), se sembré
en una placa de agar Mueller-Hinton (BD) y una vez seca, se colocaron las diferentes
tiras de E-test (AB Biodisk). La lectura se realiz6 tras incubar la placa en atmosfera
aerobia durante 18 horas a 37°C. La CMI se leyé en el punto de interseccién del halo

de inhibicién con la tira de E-test.

2.3. Método de difusidn con disco para deteccion de BLEEsS

La sensibilidad a los antibi6ticos por el método de disco-difusion se realizé en todos
los aislamientos con el perfil de resistencia BLEE, segun las recomendaciones del
EUCAST. Se sembr6 un inéculo ajustado a 0,5 de la escala McFarland (=108
u.f.c./ml) en una placa de agar Mueller-Hinton (BD) sobre la que se colocaron los
discos de antibidticos: amoxicilina/dcido clavulanico, cefuroxima, cefotaxima,
ceftazidima, aztreonam, cefoxitina, cefepime e imipenem, con carga estandar. Se
incubd la placa en atmaosfera aerdbica 18 horas a 37°C y se leyeron los halos de
inhibicion de los diferentes antibidticos. La ampliacion del halo entre las

cefalosporinas y el &c. clavulanico (sinergia) sugiere la presencia de una BLEE.
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Tabla 5: Carga estandar de los discos de antibiéticos utilizados para método de

disco-difusion.

- : _ Carga estandar de los
Antimicrobianos Abreviaturas _ -
discos de antibioticos

Ampicilina AMP1 (10 po)

Cefalotina CEFA (30 pg)
Cefoxitina CFX (30 ug)
Cefuroxima CFU2 (30 ng)
Ticarcilina TIC1 (75 po)
Amoxicilina/ac. clavulanico AMC1 (20/10 pg)
Cefotaxima CTX1 (30 ng)
Ceftacidima CTz (30 ng)
Aztreonam AZT (30 po)
Gentamicina GENT (10 pg)
Tobramicina TOBR (20 ng)
Amikacina AMIK (10 pg)
Ciprofloxacino CIP (5 ng)
Imipenem IMI (10 pg)
Norfloxacino NOR (20 ng)
Ac. pipemidico PMD (75 pg)
Cotrimoxazol COTR (1,25/23,75 pg)
Nitrofurantoina NITR (300pQ)
Fosfomicina FOSF (200 pg)

2.4. Test de Hodge para la deteccidn de carbapenemasas

Es un método de deteccion fenotipica de carbapenemasas que se basa en detectar
la actividad hidrolitica del aislado bacteriano frente a imipenem. Se realiz6 a las
cepas de K. pneumoniae con sensibilidad disminuida a carbapenémicos y/o

piperacilina/tazobactam.
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El test de Hodge modificado es una prueba sensible pero poco especifica para
detectar carbapenemasas de las clases A y D y es poco sensible para detectar
carbapenemasas de la clase B (metalo-B-lactamasas).

Se inoculd por inundacién una placa de agar Mueller-Hinton con una suspension de
la cepa Escherichia coli ATCC 25922 ajustada a 0,5 de la escala de McFarland.
Una vez seca, se depositdo en el centro de la placa un disco de imipenem o
meropenem. A continuacion se realizd una estria desde la periferia de la placa
hasta el disco con las cepas de K. pneumoniae que se quiere probar la produccion
de carbapenemasas. Ademas se incluyen cepas control con (control positivo) y sin
(control negativo) actividad carbapenemasa. Las placas se incubaron en atmosfera
aerobia durante 18-24 horas a 35°C +/- 2°C.

La produccion de carbapenemasa de la cepa de K. pneumoniae permite el
crecimiento de la cepa sensible a carbapenémicos (E. coli ATCC 25922). El
resultado positivo es una distorsion del halo de inhibicion con forma de hoja de
trébol caracteristico. El test es negativo cuando no se muestra distorsion en el halo

de inhibicién del antibiético (Figura 13).

K.
pneumoniae baumannii

Test: Positivo Test:
Negativo

Figura 13: Test de Hodge
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2.5. Determinacion de la inhibicion de la accion carbapenemasica

por distintos compuestos

La determinacion de la actividad inhibitoria (sinergia) de la hidrolisis de los
carbapenémicos, del acido clavulanico o el EDTA se realiz6 por el método de
difusiéon en agar. Se usan discos de amoxicilina/ac. clavulanico e imipenem y/o
meropenem en el caso de las carbapenemasas de clase A y de clase D o discos
impregnados con EDTA e imipenem y/o ceftacidima en el caso de las
carbapenemasas de clase B.

El efecto sinérgico (ampliacion del halo) entre el imipenem y el EDTA sugiere la
presencia de una carbapenemasa de clase B. Mientras que la sinergia entre el ac.
clavulanico y el imipenem sugiere la presencia de una carbapenemasa de clase A

oD.
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3. TECNICA DE REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

(PCR)

3.1. Procedimiento de la PCR

La reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) esta basada en la amplificacion de
varias copias de ADN utilizando unos cebadores especificos que permiten la
amplificacion especifica de los genes. Los cebadores son secuencias cortas de
ADN que se uniran a la secuencia a amplificar de la cadena molde de ADN.

La PCR se realiza en un termociclador que hace ciclos con diferentes tiempos y
temperaturas que van aumentando y disminuyendo. El primer paso es la
desnaturalizacion que consiste en la separacién del ADN de la muestra en cadenas
sencillas. A continuacion se produce la hibridacion de los cebadores seleccionados
a las regiones especificas del ADN. Por ultimo se realiza la elongacién o extension
de los cebadores sobre las secuencias de ADN de la muestra. El producto de la
PCR va amplificandose con cada ciclo y cada nuevo segmento de ADN copiado
sirve de molde para el siguiente ciclo, lo que permite amplificar el ADN en forma

exponencial.
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3.2. Amplificacion del ADN

3.2.1. Obtencion del ADN para PCRs

La extraccion de ADN se realizd también a partir de cultivo bacteriano reciente. Se
resuspendio una colonia en 100 pul de tampon ST [6 mM Tris-HCI (pH 8), 1 M NacCl,
0,1 M EDTA (pH 8), 0,2% Desoxicolato sédico, 0,5% N-laurilsarcosinato sédico] y
gue contenia 1 ug/ml de lisozima. Se incub6 a 37°C durante 60 minutos y a 95°C
durante 5 minutos. A continuacion 5 ul del lisado bacteriano se diluyo en 495 ul de
TE [10 mM Tris-HCI (pH 8), 1 mM EDTA (pH 8)]

Otro método utilizado para la obtencion del ADN molde se realizé fundiendo
durante 15 minutos a 70°C un disco preparado segun lo descrito en el apartado

3.1.

3.2.2 Reacciéon de PCR y condiciones de amplificacion

Se realiza la PCR utilizando la preparacion de la mix que se indica a continuacion:

» 5x Tampodn 2,0 mM (contiene MgCl, y dNTPS) 10 ul

» Cebador (stock 50 pM) 0,4 pl de cada uno

» MyTagq polimerasa (1-5 unidades, ECOGEN) 0,3 ul

> Agua Ajustar a volumen final 50 pl

> ADN 2 ul
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Las condiciones de amplificacién se mantienen para todas las PCRs aunque varian

los ciclos de amplificacidon y las temperaturas de hibridacion segun los cebadores

utilizados.
Inicializacion 95°Cx 1’
Desnaturalizacion 95°C x 15~
Hibridacion T2 especifica de cada cebador x 15 30/35 ciclos
Extension 72°Cx 1’
Extension final 72°C x 10
Conservacion 4°C

3.3. Visualizacion de los productos de PCR

Tras la PCR se prepararon geles de agarosa al 1% en tris-acido borico-EDTA
(TBE) a los que se afadi6 SYBR® Safe (Thermofisher, LIFE TECHNOLOGIES
S.A.). Se realizaron las electroforesis durante 45 minutos a 120 voltios y se

fotografiaron las imagenes.
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4. TIPIFICACION MOLECULAR DE LOS AISLAMIENTOS

4.1. Analisis del patron de macrorrestriccion del ADN

cromosOdmico mediante electroforesis en campo pulsado

4.1.1. Extraccion del ADN cromosémico

Se realizdé una suspension bacteriana homogénea con unas colonias del cultivo
reciente en agar sangre en 200 ul del tampén PIV [0,01 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM
NaCl]. Se leyé la densidad Optica (DOs20) de la suspension y se ajusté con la
siguiente ecuacion: [Vol gi = (DOs20 X 40 x 210)-210].

La suspension obtenida se mezcl6 a partes iguales con una suspension de agarosa
de bajo punto de fusién al 1,5% en tampon PIV.

Se prepararon bloques de agarosa de 20 pl conteniendo las células bacterianas.
Posteriormente se incubaron a 37°C durante 5 horas en 1 ml una solucién de lisis
(Tris-HCI 6 mM pH 8, NaCl 1 M, EDTA 0,1 M pH 8, desoxicolato sédico 0,2% y N-
laurilsarcosinato sédico 0,5%), que contenia lisozima (0,2 pg/ml), RNAsa (0,25
ng/ml) y Bridj (0,25% de Bridj-58).

A continuacién los blogues de agarosa se trataron durante 18 horas a 50°C con 1 ml
de una solucion (EDTA 0,5 M pH 9 y N-laurilsarcosinato sédico 1%) que contenia
proteinasa-K (1 mg/ml). Finalmente los bloques se lavaron cada 30 minutos 4 veces

en 3 ml de tampon TE (Tris-HCI 10mMy EDTA 1mM).
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4.1.2. Digestion del ADN y electroforesis en campo pulsado (ECP)

El ADN cromosomico fue digerido utilizando 40 unidades de la enzima de restriccion
Xbal (NewEngland-Biolabs) segun las condiciones establecidas por el fabricante. La
electroforesis se realizO mediante el sistema CHEF-DR Il (Bio-Rad) de ECP. Se
utilizaron geles de agarosa (Seakem LE, FMC Bioproducts) al 1% en tampdn 0,5x
TBE (50 mM Tris, 50 mM acido bdérico, 0,2 mM EDTA; pH 8,5). La electroforesis se
llevé a cabo en 0,5x TBE durante 18 horas a 14°C. Los pulsos fueron distribuidos
linealmente de 1 a 30 segundos, con un voltaje mantenido de 6 v/cm.

Los geles se tifieron con bromuro de etidio (0,5 pg/ml) durante media hora y se
fotografiaron con la ayuda de un transiluminador de luz ultravioleta (UV).

La interpretacion de los patrones de bandas se hizo siguiendo criterios
preestablecidos (Tenover et al., 1995). Se consideraron genotipos distintos los que
presentaban diferencias en mas de tres bandas, y se les asignaron las letras Kp
seguido de un numero: Kpl, Kp2,...Cuando las diferencias observadas fueron de 3 o
menos bandas se consideraron subtipos genéticamente relacionados y se

identificaron mediante la adicién de un indice numeérico (Kpl.1, Kpl.2...).

4.2. Multilocus sequence typing (MLST)

La identidad de los patrones de ECP mayoritarios con los clones internacionales se

realiz6 mediante el MLST, que en K. pneumoniae utiliza 7 genes metabdlicos.
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Se realiz6 la amplificacién por PCR (segun lo descrito en el apartado 3.1) de los 7

genes metabdlicos utilizando la metodologia descrita

http://bigsdb.web.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html

en

Tabla 6. Cebadores utilizados para la amplificaciéon de los 7 genes metabélicos

utilizados en el MLST

rPoB-F 5 GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAGGCGAAATGGCWGAGAACCA 3’
rPOB-R 5 TTGTGAGCGGATAACAATTTCGAGTCTTCGAAGTTGTAACC 3
gapA-F 5 GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTATGAAATATGACTCCACTCACGG 3’
gapA-R 5 TTGTGAGCGGATAACAATTTCCTTCAGAAGCGGCTTTGATGGCTT 3’
mdh-F 5 GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTACCCAACTCGCTTCAGGTTCAG 3’

mdh-R 5 TTGTGAGCGGATAACAATTTCCCGTTTTTCCCCAGCAGCAG 3’

= 5 GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAGAGAAAAACCTGCCTGTACTGCTGGC
3

pgi-R 5 TTGTGAGCGGATAACAATTTCCGCGCCACGCTTTATAGCGGTTAAT 3’

phoE-F 5 GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAACCTACCGCAACACCGACTTCTTCGG 3’

PhoE-R 5 TTGTGAGCGGATAACAATTTCTGATCAGAACTGGTAGGTGAT 3’

infB-F 5 GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTACTCGCTGCTGGACTATATTCG 3’

infB-R 5 TTGTGAGCGGATAACAATTTCCGCTTTCAGCTCAAGAACTTC 3’

tonB-F 5 GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTACTTTATACCTCGGTACATCAGGTT 3’

tonB-R 5 TTGTGAGCGGATAACAATTTCATTCGCCGGCTGRGCRGAGAG 3’

501 bp

450 bp

477 bp

432 bp

420 bp

318 bp

414 bp

Los amplificados se purificaron utilizando el kit comercial (Qiaquick PCR purification

kit, Qiagen) siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante.

Los productos de PCR amplificados se secuenciaron con el sistema de nucleétidos

terminadores “Rhodamine Terminator Cycle Sequencing” (Big dye terminator v3.1,
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Applied Biosystems), utilizando un servicio externo de secuenciacion
(https://dna.macrogen.com/eng/index.jsp).

Las secuencias obtenidas se editaron y se analizaron (forward y reverse) con el
programa SegScape (Applied Biosystems). Las secuencias consenso obtenidas se
compararon con las depositadas en el GenBank

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/).

La asignacion de alelos y de secuenciotipo (ST), que es un numero arbitrario
asignado a cada combinacion de alelos, se realiz6 utilizando la base de datos del
Instituto Pasteur:
(http://www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mlst/Kpneumoniae.html).

Se definieron como cluster aquellos STs que agrupaban 3 0 mas aislamientos.

Tabla 7. Secuencias de los cebadores universales utilizados para la secuenciacion

del MLST de K. pneumoniae

seq-F 5 GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTA 3’

seg-R 5 TTGTGAGCGGATAACAATTTC 3
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5. CARACTERIZACION DE LAS B-LACTAMASAS DE ESPECTRO

EXTENDIDO

La caracterizacion de las BLEE en los aislamientos de K. pneumoniae se realiz
mediante la amplificacion de los genes que codifican BLEEs por PCR, la transferencia

de la resistencia por conjugacion y la secuenciacion de los productos de PCR.

5.1. Deteccion por PCR de los genes gue codifican B-lactamasas

Se utilizé una PCR con multiples dianas para detectar los genes especificos de las

familias de las B-lactamasa (blarewm, blashv y blactx-m) y blaoxa (Tabla 8).

Tabla 8. Cebadores para la deteccion de familia de B-lactamasa (Fang et al., 2008)

SHV-F 5 CTTTATCGGCCCTCACTCAAZ’
273 bp
SHV-R 5 AGGTGCTCATCATGGGAAAG3'
TEM-F 5 CGCCGCATACACTATTCTCAGAATGAS3’
445 bp
TEM-R 5 ACGCTCACCCGCTCCAGATTTATS3’
CTX-M-F 5 ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC3'
593 bp
CTX-M-R
TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG3’
OXA-F 5 ACACAATACATATCAACTTCGC3’
813 bp

OXA-R 5 AGTGTGTTTAGAATGGTGATC3
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5.2. Transferencia de la resistencia por conjugacion

Se utiliz6 el método de conjugacion en medio liquido. Como receptor se utilizé la cepa
de E. coli J53-2 resistente a rifampicina (CMI > 100 pg/ml).

Se inocularon las cepas donante (K. pneumoniae multirresistente) y receptora (E. coli
J53-2), por separado, en dos tubos independientes con caldo Luria Bertani (LB)
(Difco). Se incubaron con agitacion, durante 4 horas a 37°C, para obtener una fase de
crecimiento exponencial con una maxima expresion de pili. A continuacion, se
prepar6 la mezcla de conjugacion: en un recipiente se pusieron 6 ml de LB
atemperado a 37°C y se afiadieron 500 pl del cultivo en fase exponencial de la cepa
receptora 'y 100 pl del cultivo en fase exponencial de la cepa donante.

Se incubaron a 37°C durante 4 horas sin agitacion. Se realizaron subcultivos en
placas de Mueller-Hinton con rifampicina (100ug/ml) para el control de crecimiento de
la cepa receptora, placas de Mueller-Hinton con tobramicina (16 pg/ml) como control
de crecimiento de la cepa donante y placas de Mueller-Hinton con rifampicina (100
pug/ml) y tobramicina (100 pg/ml) para seleccionar los transconjugantes. Los
transconjugantes se identificaron y se realizd la sensibilidad antibitica para
comprobar la transferencia de la resistencia. Los mecanismos de resistencia de los

transconjugantes se caracterizaron igual que en los aislados clinicos.
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5.3. Secuenciacion de los genes que codifican las B-lactamasas

La secuenciacion de los genes que codifican las B-lactamasas se realiz6 a partir de
los amplificados obtenidos con los cebadores descritos previamente para la PCR-
multiple, tanto de los transconjugantes como de los aislamientos bacterianos.

Los amplificados se purificaron utilizando el kit comercial (Qiaquick PCR purification

kit, Qiagen) siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante.

La secuenciacion se llevo a cabo con el sistema “Rhodamine Terminator Cycle
Sequencing” (Big dye terminator v3.1, Applied Biosystems), utilizando un servicio
externo de  secuenciacion  (https://dna.macrogen.com/eng/index.jsp).  Las
secuencias obtenidas se editaron con el programa SeqScape (Applied Biosystems).
Las secuencias consenso obtenidas se comparan con las depositadas en el GenBank

(http://mww.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

68



METODOLOGIA

METODOS ESPECIFICOS

OBJETIVO 1. Estudio de cepas de K. pneumoniae aisladas de
pacientes con bacteriemia en el Hospital Universitario de Bellvitge

de Barcelona (2007-2013)

1.1. Epidemiologia clinica y molecular de la bacteriemia causada

por K. pneumoniae (2007-2009)

1.1.1. Cepas estudiadas

Se estudiaron 348 aislados de K. pneumoniae procedentes de 348 episodios de
bacteriemia asociados en 335 pacientes atendidos en nuestro hospital desde enero
de 2007 a diciembre de 2009. Se recogieron los datos demograficos, las

caracteristicas clinicas y los focos de infeccidon de los pacientes.

1.1.2. Clasificacion de los episodios de bacteriemia

Los episodios de bacteriemia se clasificaron en bacteriemia nosocomial (B-NOS),
bacteriemia asociada a cuidados sanitarios (B-ACS) y bacteriemia adquirida en la

comunidad (B-AC) (Friedman et al., 2002).
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B-NOS se denomin6é cuando un paciente tenia un hemocultivo positivo,
transcurridas como minimo 48 horas desde su ingreso hospitalario.
B-ACS se definié cuando un paciente tenia un hemocultivo positivo en el momento
de su ingreso hospitalario o en las siguientes 48 horas y cumplia alguno de los
siguientes requisitos:
1.) Haber recibido tratamiento intravenoso en casa o haber tenido cuidados
sanitarios durante el mes previo a la bacteriemia.
2.) Haber sido sometido a hemodialisis o haber recibido quimioterapia
intravenosa durante el mes previo a la bacteriemia.
3.) Haber estado hospitalizado 2 o mas dias en los 3 meses previos a la
bacteriemia.
4.) Estar ingresado en un centro socio-sanitario.
Cuando no se cumplia ninguno de estos requisitos, pero un paciente tenia un
hemocultivo positivo en el momento de su ingreso hospitalario o en las primeras 48

horas del ingreso se definio como B-AC.

1.1.3. Caracterizacion y tipificacion molecular de los episodios de bacteriemia

La sensibilidad antibidtica se determiné mediante la microdilucion. El perfil de
multirresistencia y la deteccién de la produccion de BLEE se analizaron mediante el
método de disco difusion. A todos los aislamientos disponibles se les realiz6 el tipado
molecular por ECP y al menos un aislamiento de cada perfil de ECP se seleccion6
para tipificacion por MLST. Las cepas productoras de BLEE se caracterizaron con la
PCR multiple con la cual se detectan las familias de B-lactamasas blasnv, blatewm,

blactx-m y blaoxa.
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1.2. Analisis de la prevalencia de clones hipervirulentos de K.

pneumoniae como causa de bacteriemia

1.2.1. Cepas estudiadas

Se estudiaron 878 (89,3%) aislamientos disponibles de los 983 episodios de

bacteriemia causados por K. pneumoniae en 880 pacientes en el periodo 2007- 2013.

1.2.2. Caracterizacion y tipificacion molecular de los aislamientos

Se estudié la sensibilidad antibidtica por el método de microdilucién. La identificacion
del fenotipo hipermucoviscoso se llevd a cabo segun el test del hilo. El test del hilo
consiste en obtener un hilo de mas de 5 mm de longitud cuando se toca con un asa la
colonia crecida en una placa de agar sangre.

La tipificacion molecular de los aislamientos se llevé a cabo por MLST. La
caracterizacidon molecular incluyé la deteccion por PCR de los genes del fenotipo
hipermucoviscoso, magA y rmpA. La variante rmpA2 del gen rmpA se estudio en los

aislamientos que presentaban el fenotipo hipermucoviscoso (Lee et al., 2010).

1.2.3. Estudio de las caracteristicas clinicas

Se estudiaron y compararon las caracteristicas clinicas, demogréficas y la mortalidad
de los pacientes con bacteriemia causada por cepas hipervirulentas, por cepas

hipermucoviscosas no hipervirulentas y por cepas no hipermucoviscosas.
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Ademas, se realiz6 el serotipado mediante la secuenciacion del gen wzi del operon

capsular K (Tabla 9).

Tabla 9. Cebadores para el estudio de los genes de virulencia responsables del

fenotipo hipermucoviscoso y serotipado (Fang et al., 2004; Brisse et al., 2009; Lee et

al., 2010; Brisse et al., 2013).

Nombre _ Tamafo del

Gen Secuencia -
cebador amplificado
magA-F 5' GGTGCTCTTTACATCATTGC3'

magA 1280 bp
magA-R 5 GCAATGGCCATTTGCGTTAG3'
rmpA-F 5' ACTGGGCTACCTCTGCTTCAS3'

rmpA 535 bp
rmpA-R 5' CTTGCATGAGCCATCTTTCA3'
rmpA2-F 5 CTTTATGTGCAATAAGGATGTT3'

rmpA2 636 bp
rmpA2-R 5 CCTCCTGGAGAGTAAGCATTS3'

: wzi-F 5" GTGCCGCGAGCGCTTTCTATCTTGGTATTCCS
WZi : 580 bp
wzi-R 5" GAGAGCCACTGGTTCCAGAA[C/T]TT[C/G]JACCGC3

En las cepas identificadas como serotipo K1 y K2 mediante secuenciacion de wzi se
realizé una PCR especifica para estos dos serotipos segun la metodologia descrita
previamente, [K1: cebadores magA (Fang et al., 2004; Fang et al., 2010) y K2 (Turton

et al., 2008) ].

Tabla 10. Cebadores utilizados para la identificacién del serotipo K2

Nombre Tamafno del
Serotipo Secuencia
cebador amplificado

K2-wzy-F 5 GACCCGATATTCATACTTGACAGAG 3'
641 bp
K2-wzy-R 5 CCTGAAGTAAAATCGTAAATAGATGGC 3'
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1.3. Mecanismos de virulencia de K. pneumoniae que causa

bacteriemia

1.3.1. Cepas estudiadas

Se seleccionaron 38 aislamientos con fenotipo hipermucoviscoso (apartado 1.2) y 7
con fenotipo no hipermucoviscoso (apartado 1.1) para el estudio de los

mecanismos de virulencia.

1.3.2 Test de hipermucoviscosidad

Los niveles de mucoviscosidad se determinaron en cepas crecidas en 1ml de Luria-
Bertani (LB) a 37°C durante 18 horas. Se centrifugaron 5 minutos a 1.000 g y se
midié la absorbancia a 600 nm. Se compardé la velocidad de precipitacion de las
cepas observando la turbidez del medio tras la centrifugacion: la presencia de un
sedimento compacto en el fondo del eppendorf indica menor hipermucovisosidad
mientras que un sedimento difuso representa una mayor hipermucoviscosidad,

como se muestra en la figura 14 (Wu et al., 2011).

Figura 14. Observacion del sedimento obtenido con el test de hipermucoviscosidad.

Eppendorfs 1, 4 y 5: sedimento difuso, mayor hipermucoviscosidad

Eppendorfs 2 y 3: sedimento compacto, menor hipermucoviscosidad

73



METODOLOGIA

1.3.3. Formacion de biopelicula aire-liquido o biopelicula (ALI)

La formacion de la biopelicula ALI se estudio en tubos de poliestireno de 5 mm de
diametro. El cultivo bacteriano a partir de una colonia completamente resuspendida
en 2 ml de caldo de infusién cerebro corazén (Brain Heart infusion, BHI) se incubd
en reposo durante 72 horas a 37°C. La formacion de biopelicula ALI se considerd
positiva cuando se observdé una pelicula gruesa cubriendo completamente la

superficie aire-liquido.

ALI- ALI+

Figura 15. Observacion de la formacion de la biopelicula ALI

1.3.4. Formacion de biopelicula sélido-liquido (SLI)

La formacion de biopelicula SLI se estudié en placas de 96 pocillos (Puig et al.,
2014). Se partio de un cultivo de 18 horas en 1ml de BHI a 37°C. Se ajusto la
absorbancia (DOsoo) a 0,01 en 150 ul y se incubo aproximadamente 24 horas a
37°C. Se determind la absorbancia antes del inicio de la formacion de la biopelicula

para verificar un correcto crecimiento bacteriano. Una vez pasado el tiempo de
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incubacion (18 horas) se retird el caldo de cultivo y se lavd la placa con agua
destilada tres veces. La biopelicula SLI se tifié con 150 ul de cristal violeta al 0,5%
durante 20 minutos a temperatura ambiente. A continuacién, se lavé la placa con
agua destilada tres veces para eliminar trazas de biopelicula que no estén pegadas
a la superficie del pocillo. Por dltimo, se disolvio el cristal violeta que tifio la
biopelicula adherida con la ayuda de etanol al 90% y se midié6 su absorbancia a

570nm.

La formacion de una biopelicula SLI se considerd positiva cuando el valor de la
absorbancia de un pocillo triplicaba el valor del control negativo (aproximadamente
DOs70 <0,2). Se considero formacion de biopelicula SLI fuerte cuando la DOs7o era
>0,6, intermedia con DOs7 <0,6 y >2 y cualquier otro valor de DOs7o <0,2 se

consideré como débil o negativa.

Figura 16. Tincién con cristal violeta de la biopelicula SLI
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1.3.5. Adhesién bacteriana

La adhesién se estudi6 usando el método de aglutinacion con las bolas
paramagnéticas (BioFilm Ring Test®, Biofilm Control, Francia) (Chavant et al.,
2007). La suspension bacteriana se mezcl6 con las bolas magnéticas y se incubé a
37°C durante 1, 3 y 5 horas. El indice de formacién de biopelicula (BFI) se obtuvo
con el software de BioFilm Ring Test®; los valores >7 corresponden a una
ausencia total de adherencia bacteriana, mientras que valores <5 se asociaron con
diferentes grados de adhesion bacteriana.

En una adhesion positiva, las fuerzas magnéticas de atraccién no son capaces de
retener las bolitas magnéticas y de atraerlas hacia el fondo del pocillo. De este
modo se atenua la intensidad de color y se observa una ruptura del punto marrén
debido a la insercién de las bolitas magnéticas entre las bacterias en crecimiento

gue se estan adhiriendo al fondo del pocillo.

Figura 17. Adhesién medida en placa: BioFilm Ring Test®
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1.3.6. Resistencia al suero

Se parti6 de un cultivo bacteriano en fase exponencial (15 ml BHI a 37°C en
agitacion durante 2 horas). Se ajusto la densidad optica DOeoo entre 0,5-0,6. Se
centrifugaron y el sedimento se diluyé en la solucibn PBS-Hanks' Balanced
Salt+Ca/Mg (HBSS).

La suspension diluida se mezcld 1:3 vol/vol con suero humano normal (NHS)
SIGMA-ALDRICH o con suero humano normal inactivado con calor (HI-NHS) y se
incubaron a 37°C durante 2 horas. Se sembraron diluciones seriadas del cultivo
con NHS y con HI-NHS. El fenotipo de resistencia al suero se determiné dividiendo

el namero de ufc/ul en NHS por ufc/ul en HI-NHS.
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OBJETIVO 2. Caracterizacion de K. pneumoniae multirresistentes

en el Hospital Universitario de Bellvitge de Barcelona (2007-2013)

2.1 Caracterizacion de un brote causado por K. pneumoniae

productora de blaoxa-1

2.1.1. Cepas estudiadas

Entre mayo de 2007 y diciembre de 2009, se detectaron 98 aislamientos de K.
pneumoniae pertenecientes a 38 pacientes, con un patron de ECP idéntico y
pertenecientes al ST14. La relacidbn genética de los aislamientos se estudio

mediante ECP y MLST.

2.1.2. Estudio de la sensibilidad antibiotica

Se les estudié la sensibilidad antibidtica por el método de microdilucion MicroScan
(Beckman Coulter) y los 98 aislamientos presentaron resistencia a: amoxicilina/ac.
clavulanico, piperacilina/tazobactam, tobramicina, amikacina y ciprofloxacino; vy
presentaban una sensibilidad reducida a cefepime.

Se realizé la técnica de la sinergia del doble disco y la presencia de BLEEs se
confirmdé con una PCR mudltiple para identificar el tipo de BLEE. Las cepas
identificadas como posibles productoras de OXA-1 por técnicas de microdilucién o

disco-difusion, se confirmaron mediante la técnica de la sinergia del doble disco. En
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esta técnica de difusion en agar se disponen los discos de antibiéticos a una distancia

de 25-30 mm de un disco de amoxicilina/acido clavulanico (20/10 pg).

2.1.3. Estudio de los integrones

La conjugacion se realizé utilizando la cepa de E. coli J53-2 (CMI rifampicina = 100
pMg/ml) como receptora. Los transconjugantes se seleccionaron en placas que
contenian rifampicina (100 ug/ml) y tobramicina (16 pg/ml). Se estudié la
sensibilidad antibidética de los transconjugantes mediante disco difusion vy

microdilucién.

El estudio de integrones se realiz6 en los aislamientos de K. pneumoniae y sus
transconjugantes utilizando las combinaciones de cebadores descritos en la tabla

11. El orden y el tamafio aproximado de los genes amplificados se representan en

la figura 18.
Casete de insercion
— /)
aac(6')1b—cN blaoxa-1
intl 5°CS 3'CS sull
Segmento conservado 5 Segmento conservado 3

Figura 18. Estructura del integrén de clase | en K. pneumoniae- blaoxa-1.
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Tabla 11. Cebadores utilizados para el estudio de los integrones de clase |

(Lévesque et al., 1995; Machado et al., 2006)

: Tamafo del amplificado
Nombre cebador | Secuencia _
(aproximado)

aac(6’)-1-F 5TAATTGCTGCATTCCGC3'

654 bp
aac(6)-1-R 5TGTGACGGAATCGTTGC3’
5°CS 5’GGCATCCAAGCAGCAAG3’

2 kb
3'CS 5’AAGCAGACTTGACCTGA3
intl1-F 5GGTCAAGGATCTGGATTTCG3’ _
_ Variable
intl1-R 5’ACATGCGTGTAAATCATCGTC3’
sull 5TGAAGGTTCGACAGCAC3 Variable

Se les realiz6 la amplificacién y la secuenciacién de las regiones determinantes de

resistencia a quinolonas de los genes gyrAy parC (Tabla 12).

Tabla 12. Cebadores utilizados para el estudio de la resistencia a quinolonas (Brisse

et al., 2001)

Nombre : Tamafo del
Gen Secuencia -
cebador amplificado
parC-F 5'CTGAATGCCAGCGCCAAATT3
parC 319 pb

parC-R 5TGCGGTGGAATATCGGTCGC3’
gyrA-F 5'CGCGTACTATACGCCATGAACGTAZ

gyrA 589 pb
gyrA-R 5’ACCGTTGATCACTTCGGTCAGG3’
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2.2. Caracterizacion molecular de un brote causado por K.

pneumoniae productora de blaoxa-as

Se estudiaron 62 aislados de K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos (KP-
RC) y 23 aislamientos sensibles a carbapenémicos con el mismo patron de ECP y
MLST (KP-SC). Los aislamientos se obtuvieron de muestras clinicas de 42
pacientes atendidos en nuestro hospital desde octubre de 2010 a diciembre de

2012.

La sensibilidad antibidtica se realizé por el método de microdilucion MicroScan
(Beckman Coulter). La presencia de carbapenemasas se realiz6 por el test de
Hodge y por la sinergia de doble disco entre carbapenémicos, amoxicilina/ac.
clavulanico, EDTA y acido borénico. La relacion genética de los aislamientos se

estudiéo mediante ECP y MLST.

Otro método para detectar la presencia de carbapenemasas es por la sinergia de
los discos de carbapenémicos combinados con inhibidores. En la figura 19 se
observa el efecto de sinergia cuando se combina el carbapenémico (meropenem,
MRP 10) con inhibidores: meropenem con acido fenilborénico (MR+BO),
meropenem con acido dipicolinico (MR+DP) y meropenem con cloxacilina
(MR+CL).

http://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobioloqi

a/seimc-procedimientomicrobiologia38.pdf
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Figura 19: Confirmacién de la produccién de carbapenemasas.

Las siguientes carbapenemasas de clase A (KPC, IMI, NMC, GES), clase B o
metalo-B-lactamasas (IMP-1, IMP-2, VIM-1, VIM-2, GIM, SIM, SPM) y oxacilinasa
(OXA-48) se detectaron por PCR. Ademas las cepas se estudiaron por PCR

multiple para detectar BLEEs (Tabla 13 a, by c)

Tabla 13. Cebadores para el estudio de la resistencia a carbapenémicos (Queenan et

al., 2000; Radice et al., 2004; Aubron et al., 2005; Dallenne et al., 2010)

a.) Carbapenemasas de clase A

Nombre Tamano
Secuencia
cebador amplificado

IMI-R 5 TCTGCGATTACTTTATCCTC3'

NMC1 5 GCATTGATATACCTTTAGCAGAGA3’

2158 pb
NMC4 5 CGGTGATAAAATCACACTGAGCATA3'
IRS5 5 AGATAGTAAATTTTATAGS’

1138 pb
IRS6 5 CTCTAACGCTAATAGS’
IMI-F 5" ATAGCCATCCTTGTTTAGCTC3’

818 pb
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MultiKPC-F
MultiKPC-R
GES-F
GES-R

b.) Carbapenemasas de clase B (Yan et al., 2001; Castanheira et al., 2004; Lee et al.,

2005; Nordmann et al., 2011b)

Nombre _ Tamafo del
Gen Secuencia -
cebador amplificado

IMP-2-F
IMP-2-R
VIM-1-F
VIM-1-R
VIM-2-F
VIM-2-R
SPM-1-F
SPM-1-R
NDM-F
NDM-R
GIM-1-F
GIM-1-R
SIM-1-F
SIM-1-R

=
R
N

5 CATTCAAGGGCTTTCTTGCTGC3’
538 pb
5 ACGACGGCATAGTCATTTGC3’

5" AGTCGGCTAGACCGGAAAGT

399 pb
5 TTTGTCCGTGCTCAGGAT3’

5" GGCAGTCGCCCTAAAACAAAZ

737 pb
5 TAGTTACTTGGCTGTGATGG3’
5 TTATGGAGCAGCAACCGATGT3'

920 pb
5' CAAAAGTCCCGCTCCAACGA3’
5 AAAGTTATGCCGCACTCACC3

865 pb
5 TGCAACTTCATGTTATGCCG3’
5' CCTACAATCTAACGGCGACC3’

650 pb
5 TCGCCGTGTCCAGGTATAAC3
5' GGTTTGGCGATCTGGTTTTC3'

621 bp
5' CGGAATGGCTCATCACGATC3'
5 AGAACCTTGACCGAACGCAG3’

748 bp
5 ACTCATGACTCCTCACGAGG3’
5' TACAAGGGATTCGGCATCG3’

571 bp

5 TAATGGCCTGTTCCCATGTG3’

c.) Carbapenemasas de clase D (Dallenne et al., 2010)

OXA-48

Nombre _ Tamaio del
Gen Secuencia -
cebador amplificado

MultiOXA48-F 5' GCTTGATCGCCCTCGATT3’

281 bp

MultiOXA-48-R 5 GATTTGCTCCGTGGCCGAAA3’
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2.2.1. Andlisis del ADN plasmidico

2.2.1.1. Extraccién del plasmidos por columnas

La extraccion del ADN plasmidico se realizé utilizando el sistema comercial de
columnas de GeneJET plasmid miniprep kit (Thermo Scientific), siguiendo las
recomendaciones dadas por el fabricante.

La separacion del ADN extraido se realizd por electroforesis utilizando geles de
agarosa al 0,7% en tampén 0,5x TBE durante 4 horas a 75 voltios. Como patron de
pesos moleculares se utilizé el ADN de las cepas control Escherichia coli NCTC
50193 (CECT678) y NCTC 59192 (CECT679), con un rango de tamafio de
plasmidos entre 163,3 y 2 kb. La cepa 7680 de K. pneumoniae que contenia el

plasmido con el gen blaoxa-4s fue usada como control positivo.

2.2.1.2. Estudio de plasmidos mediante ECP

Se preparan blogues de agarosa con células bacterianas para ECP con la
metodologia descrita previamente utilizando una mayor concentracion bacteriana
(1 McFarland). La digestion se realiza con 1 unidad de la nucleasa S1 durante 45
minutos a 37 °C, en 1 ml de una solucién de 20 mM Tris-HCL (pH 7,5), 0,1 mM
ZnClz2, 50 mM NaCl y 50% glicerol (Barton et al., 1995).

La electroforesis se llevo a cabo en 0,5x TBE durante 20 horas a 14°C. Los pulsos

fueron distribuidos linealmente de 5 a 20 segundos.
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2.2.1.3. Transferencia e hibridacion con sonda de familia OXA-48

Para localizar el gen blaoxa-4s se transfirieron los geles de ECP a una membrana de
nailon mediante la técnica Southern Blot y se hibridaron con una sonda de OXA-48

marcada con dUTP-digoxigenina.

El gel de agarosa de ECP fue tratado con una solucién de HCI 1M durante 20
minutos (despurinacion). Después se tratd con una solucién compuesta por NaOH 2
M y NaCl 5 M durante 20 minutos mas (desnaturalizacién). Para finalizar con un
tratamiento durante 20 minutos con una solucién neutralizante (TRIS 1 M pH7 y NaCl
5 M).

La transferencia de los plasmidos separados en el gel de ECP a una membrana de
nailon se realizé por capilaridad utilizando la solucion de transferencia (20x SSC:
NaCl 0,3 M y citrato sodico 0,3 M pH 7) que se dej6 actuar toda la noche a
temperatura ambiente. La fijacion del ADN a la membrana se realiz6 mediante

exposicion a luz UV durante 4 minutos.

2.2.1.4. Preparacion del ADN para la sonda de OXA-48

Se utiliz6 como sonda un fragmento de 281 pb obtenido por PCR de la cepa patron
7680 utilizando nucleotidos marcados (dATP, dGTP, dCTP: 0,2 mmol/l de cada uno;
dUTP-digoxigenina: 0,07 mmol/l; dTTP: 0,13 mmol/l) y los cebadores (MultiOXA48-
F/R). El marcaje de la sonda se comprobd aplicando concentraciones seriadas en
una membrana de nailon, revelandose segun el procedimiento de hibridacion. Los

puntos de color se compararon con muestras patron de concentracion conocida.
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2.2.1.5. Hibridacion

Se coloco la membrana en un recipiente sellado con solucion de hibridacion (20x
SSC, 10% N-Lauroilsarcosina, 10% SDS, 10x solucién de bloqueo), a 42°C durante 1
hora en un horno giratorio (prehibridacion).

Se sustituy6 la solucién de prehibridacion con 2,5 ml de solucion de hibridacion junto
con ADN de esperma de salmén recién desnaturalizado y la sonda también
desnaturalizada, incubandose en agitacion constante a 60°C durante 18 horas.

Se realizaron 4 lavados de la membrana, dos a temperatura ambiente durante 15
minutos con una solucién 2x SSC y SDS 0,1% y dos a 68°C durante 30 minutos
con una solucién 0,1x SSC y SDS 0,1%.

Posteriormente se incubd la membrana en 20 ml de solucion de bloqueo durante
30 minutos, se lavd 3 veces con 50 ml de Tris-tampon salino (TBS) durante 10
minutos.

La membrana se incub6 1 hora en 20 ml de solucién de bloqueo que contenia el
anticuerpo (antidigoxigenina, Roche Diagnostics) en una concentraciéon 1:5000. Se
lavé 3 veces mas con 50 ml de TBS durante 10 minutos a temperatura ambiente.
La membrana se sumergié en una solucion cromatica (50 yl de NBT y 37,5 ul de
BCIP) durante toda la noche protegida de la luz y sin agitacién. Finalmente, se lavo

con agua corriente durante 5 minutos y se visualizaron las bandas.
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RESULTADOS

OBJETIVO 1. Estudio de cepas de K. pneumoniae aisladas de
pacientes con bacteriemia en el Hospital Universitario de Bellvitge

de Barcelona (2007-2013)

1.1. Epidemiologia clinica y molecular de la bacteriemia causada

por K. pneumoniae (2007-2009)

1.1.1. Caracteristicas clinicas de la bacteriemia por K. pneumoniae

Durante el periodo 2007-2009 se detectaron 348 episodios de bacteriemia
causadas por K. pneumoniae en 335 pacientes adultos.

Los episodios de bacteriemia se clasificaron en tres tipos: bacteriemias
hospitalarias o nosocomiales [N=223 (64,1%), (B-NOS)]; bacteriemia adquirida en la
comunidad [N=67 (19,2%), (B-AC)] y bacteriemia asociada a cuidados sanitarios
[N=58 (16,7%), (B-ACS)].

La tabla 14 muestra las caracteristicas demograficas y los focos asociados con la
bacteriemia causada por K. pneumoniae en los tres grupos. Los principales focos de
adquisicion de la bacteriemia fueron: bacteriemia relacionada con catéter para B-NOS
(39,9%) y bacteriemia relacionada con infeccion de tracto urinario para B-ACS
(50,0%) y B-AC (43,3%). Otros focos de adquisicion importantes fueron el biliar y el
respiratorio. La bacteriemia primaria fue mas frecuente en B-NOS (18,4%) que en

B-ACS (10,3%) y en B-AC (8,9%).
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Tabla 14. Caracteristicas demogréaficas, focos asociados y comorbilidades de los

pacientes con bacteriemia.

- B-AC B-ACS |B-NOS ES'AC = S;AC - \E,;S'ACSB_
Caracteristicas N=67 N=58 N=223 AéS Nds NdS
(19,2%) |(16,7%)

0,
(64,1%) p-valor

Edad (+/- SD) 69,8 (+- 654 (+/- 61,5 (+/

16,266) 13.270) 15815) 0102 O 0,088

Sexo (hombres) 52,2% 60,3%  62,8% 0,363 0,122 0,733
Focos de bacteriemia

6 (8,9) 6(10,3) 41(18,4) 0,793 0,066 0,144
29 (43,3) 29(50) 37(16,6) 0,025 <0,001 <0,001
0 15 (25,9) 34 (15,2) <0,001 <0,001 0,058
29 (43,3) 14(24,2) 3(1,4) 0,025 0 0

4 (6) 23,5 12(54) 0,510 0,854 0,547
_ 21(31,3) 14 (24,2) 24(10,8) 0,370  <0,001 0,008
2 (3) 11,7 3(@,3) 0,646 0,366 0,828
2(3) 2(35) 1(05%) 0,882 0,072 0,048
1(1,5) 0 3(1,3) 0,350 0,929 0,374
2(3) 1(1,7) 10(4,5) 0,646 0589 0,334
0 3(52) 89(39,9 0059 0 <0,001
0 0 3(1,3) 0 0,340 0,374

Comorbilidades
Diabetes mellitus 22 (32,8) 16 (27,6) 51(22,9) 0,524 0,110 0,453

Cancer 10 (14,9) 35(60,3) 87 (39) <0,001 <0,001 0,003
Enf. cardiovascular 19 (28,3) 7(12,1) 68(30,5) 0,025 0,879 0,005
Enf. crénica pulmonar 11 (16,4) 8(13,8) 27(12,1) 0,684 0,409 0,729
Enf. cerebrovascular 5 (7,5) 5 (8,6) 22 (9,9) 0,811 0,810 0,775
Enf. hepatica crénica 9(13,4) 6(10,3) 13(5,8) 0,596 0,061 0,223
Insuficiencia renal crénica ju 5(8,6) 4(1,8) 0,014 0,577 0,008

Transplante de d&rgano

T 4 (6) 469 138 0832 1 0,762
Mortalidad (30 dias) 11 (16,4) 12 (20,7) 53 (23,8) 0,539 0,241 0,621

PBEC* peritonitis bacteriana espontanea en paciente cirrotico

(o]
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La mayoria de los pacientes con bacteriemia nosocomial (B-NOS) estaban
ingresados principalmente en las unidades de cuidados intensivos n=99 (44,4%),
cirugia digestiva n=18 (8,1%), hematologia n=23 (10,3%) y gastroenterologia n=7

(23,1%).

La comorbilidad mas frecuente entre los pacientes con B-AC fue la diabetes mellitus,
entre los pacientes con B-ACS fueron el cancer y la diabetes mellitus, mientras que
entre los pacientes con B-NOS fue también el cancer y en segundo lugar las
enfermedades cardiovasculares seguidas por la diabetes mellitus. La tasa de

mortalidad a los 30 dias se mantuvo similar entre los tres grupos de pacientes.

Todos los aislamientos presentaron resistencia a ampicilina, piperacilina y ticarcilina.

La produccion de B-lactamasas de espectro extendido se detectd en 30 (8,6%) de los
episodios de bacteriemia, siendo la familia CTX-M la mas frecuente en B-NOS
(Tabla 15). Los aislamientos de B-NOS fueron mas resistentes a los antibiéticos

gue los aislamientos de B-ACS y B-AC (Tabla 16).

Tabla 15. Combinaciones de B-lactamasas de espectro extendido encontradas en 30

episodios de bacteriemia.

15 (50%)
7 (23,3%)
3 (10%)
4 (13,3%)
1 (3,3%)
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Tabla 16. Tasas de resistencia antibiética de los episodios de bacteriemia.

B-AC B-ACS B-NOS

N=67 N=58 N=223
(19,2%) | (16,7%) (64,1%)

p valores

Gentamicina }lo; 1(1,7) 13 (5,8) 0,281 0,044 0,200
Tobramicina [ 2(3,5) 30 (13,4) 0,125 <0,001 0,033
Amikacina 0 1(1,7) 19 (8,5) 0,281 0,009 0,073

STl EEne] 12 (17.9) 14 (24,1) 72(323) 0,392 0,031 0,230

© .. 704) 10(17,3) 55(24,7) 0,269 0011 0,232
Sensibles 43 (64,2) 34 (58,6)  115(516) 0,524 0,093 0,338

Alguna

: : 24(35,8) 24 (41,4) 108 (48,4) 0524 0,093 0,338
resistencila

Produccion de
23 4 (6,9) 24 (10,8) 0,307 0,179 0,830
BLEEs

1.1.2. Caracterizacion molecular de las cepas que causan bacteriemias de K.

pneumonaie

El tipado molecular mediante electroforesis en campo pulsado (ECP) se realizé a una
seleccion de 203 aislamientos de los 310 aislamientos disponibles, demostrando una
elevada diversidad genética, aunque se detectaron algunos clusters entre las cepas

B-NOS (figura 20).
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EELELE LT LT LT

Figura 20. Gel de ECP mostrando aislamientos bacteriémicos de K. pneumoniae.

Se caracterizaron molecularmente mediante Multilocus sequence typing (MSLT), una
seleccidn de 298 aislamientos representativos que correspondian a:
a.) 107 aislamientos no tipados por ECP
b.) 191 aislamientos tipados previamente por ECP. Incluyendo al menos 1
aislamiento de cada uno de los patrones de ECP encontrados entre los 203

aislamientos tipados por ECP.

Por MLST, se encontraron 161 secuenciotipos (STs) diferentes: n=101 STs fueron
encontrados en B-NOS, n=33 STs en B-ACS y n=27 STs en B-AC.
14 STs fueron comunes entre B-NOS y B-ACS, 14 STs entre B-NOS y B-ACy 3 STs

entre B-ACS y B-AC.
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Entre los 161 STs encontrados, detectamos 21 STs descritos por primera vez en

nuestro estudio (Tabla 17).

Tabla 17. Perfil alélico de los nuevos STs.

20
10 40 2 1 7 4 40

1006

1007 |4 6 5 1 1 4 8
1008 k) 24 21 27 52 22 150
1009 w4 10 1 1 12 1 25
1010 |~ 3 1 1 1 4 48
1011 |4 1 5 1 9 4 56
1012 1 1 1 9 1 83
1013 |4 2 1 1 3 3 1
1014 = 4 1 1 27 7 4
1015 ply 1 11 1 4 8 43
1016 k] 22 18 22 115 13 51
1017 (i 2 2 1 1 4 34
1018 ks 18 45 44 55 60 67
1019 [k 1 1 70 94 20 51
1020 2 5 1 10 1 6
1021 |4 2 1 1 1 1 40
022N C10) 24 21 44 29 22 67
1023 QLS 24 21 38 47 22 67
1024 [ 1 2 2 S 1 39
O 16 1 21 53 44 22 67
1026 | 1 2 35 10 24 19

Para el analisis definitivo, se consideré que los aislamientos pertenecientes a un

mismo patrén de ECP compartian el mismo MLST. En la tabla 18, se muestra el
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analisis de los 310 aislamientos disponibles para el estudio de tipificacidon molecular

en funcion del tipo de bacteriemia y relacionado con el patron de resistencia.

Siete STs (ST13, ST15, ST17, ST35, ST37, ST42 y ST45), estuvieron presentes en
los 3 grupos. En B-AC es en el Unico grupo donde se ha detectado el ST25 y del
mismo modo ST211, ST214, ST360, ST485, ST515, ST6 y ST711 so6lo se han
detectado en B-NOS. No se encontré ningun ST que estuviese presente soélo en B-

ACS.

Tabla 18: Patrones de resistencia asociados a los secuenciotipos que agrupan a mas

de una cepay su distribucién por los 3 grupos de bacteriemia

Tipos de STs > : :
S : : Patrén de resistencia
bacteriemia (N aislamientos

ST101 (n=1) Cip
ST11 (n=1) Cip
ST13 (n=1) Sensible
ST14 (n=1) Sxt
ST15 (n=1) Sxt-Cip
ST17 (n=1) Sensible
ST23 (n=2) Sensible
ST29 (n=1) BLEE
B-AC (N=59) ST34 (n=1) Sensible
ST35 (n=1) Sensible
ST36 (n=1) Sensible
ST37 (n=1) Sensible
ST42 (n=1) Cip
ST45 (n=4) Sensible
ST54 (n=1) Sensible

BLEE-Cip (n=1), Sxt-Cip (n=2), Sxt (n=3), Cip
(n=5), sensible (n=29)

40 STs diferentes
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Tabla 18 (continuacion): Patrones de resistencia asociados a los secuenciotipos que

agrupan a mas de una cepay su distribucién por los 3 grupos de bacteriemia

Tipos de
bacteriemia (N°)

B-NOS (N=197)

94

STs

(aislamientos)

ST1 (n=5)

ST101 (n=2)
ST104 (n=5)
ST11 (n=3)
ST13 (n=2)

ST14 (n=17)

ST15 (n=1)
ST17 (n=2)
ST20 (n=1)
ST23 (n=2)
ST29 (n=3)
ST34 (n=4)
ST35 (n=5)
ST36 (n=2)
ST360 (n=3)
ST37 (n=8)
ST42 (n=1)
ST45 (n=8)
ST485 (n=3)
ST515 (n=2)
ST54 (n=6)
ST6 (n=3)
ST70 (n=5)

104 STs
diferentes

Patron de resistencia

BLEE-Sxt-Tob-Cip (n=1), BLEE-Sxt-Cip (n=3),
Sxt (n=1)
BLEE-Sxt-Tob-Cip (n=1), sensible (n=1)
Sxt (n=1), sensible (n=4)
BLEE-Sxt-Cip (n=1), Sxt-Tob-Cip (n=2)
Sensible
BLEE-Sxt-Tob-Cip (n=1), Sxt-Tob-Cip (n=11),
Sxt-Cip (n=2), sensible (n=3)

Cip
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
BLEE-Sxt-Tob-Cip (n=2), BLEE-Sxt-Cip (n=2)
Sensible
Sensible
Cip (n=1), sensible (n=2)

Sxt (n=5), sensible (n=3)

Sensible
Sxt-Cip (n=2), Cip (n=1), sensibles (n=6)
Cip (n=2), sensible (n=1)

Sensible
Sxt-Cip (n=1), Cip (n=3), sensible (n=2)
Sxt-Cip (n=1), sensible (n=2)
Sensible
BLEE-Sxt-Tob-Cip (n=6), BLEE-Sxt-Cip (n=2),
BLEE-Tob-Cip (n=2), BLEE-Cip (n=2), BLEE-
Tob (n=1), Sxt-Cip-Tob (n=4), Sxt-Cip (n=4), Sxt
(n=6), Cip (n=9), sensible (n=68)
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Tabla 18 (continuacion): Patrones de resistencia asociados a los secuenciotipos que

agrupan a mas de una cepay su distribucién por los 3 grupos de bacteriemia

Tipos de STs , _ _
o : : Patrén de resistencia
bacteriemia (N°) (aislamientos)

n=
BLEE-Cip (n=1),

ST104 (n=1) Sensible

ST13 (n=3) Sxt-Cip (n=1), sensible (n=2)

ST15 (n=2) Tob-Cip (n=1), Cip (n=1)

ST17 (n=2) Sxt-Cip (n=1), sensible (n=1)
B-ACS (N=54) ST20 (n=4) Sensible

ST35 (n=2) Cip (n=1), sensible (n=1)

ST37 (n=1) Sensible

ST42 (n=2) Cip (n=1), sensible (n=1)

ST45 (n=2) Sensible

ST70 (n=1) BLEE-Sxt

31 STs diferentes Sxt (n=2), Cip (n=6), sensible (n=23)

Se detectaron un total de 17 clusters (=3 aislamientos con idéntico ST) entre los
aislamientos estudiados. Los 17 clusters agrupaban a 118 (38,1%) de los 310
aislamientos. Los 17 estaban presentes entre los pacientes B-NOS, 13 se

encontraron entre los pacientes B-AC y 11 entre los pacientes B-ACS (Tablal9).

Teniendo en cuenta los STs relacionados STs (que derivan de un ST comun) se

detectaron 47 clonal sets que agrupaban 185 aislamientos y 125 singletons.
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Tabla 19: Distribucion de los aislamientos pertenecientes a los 17 clusters

STs (N° aislamientos) B-ACS| B-NOS
3 5

1(8)
104 (6)
11 (4)
13 (6)
14 (18)
15 (4)
17 (5)
20 (5)

0
0 5
1
1
1
1
1
0
23 (4) 2
1
1
1
1
1
4
1
0

=
2

[
\‘

29 (4)
EG)
35 (8)
37 (9)
42 (4)

45 (13)
54 (6)
70 (5)

P O B N P N O O O A M N O W O B+

A O1 00 P N O A WODN PFP DN P

La mayor diversidad se encontrd entre los aislamientos obtenidos de episodios de
B-AC y el mayor numero de clusters se encontraron entre los aislamientos

obtenidos de episodios de B-NOS.

Debido a la gran distancia genética entre los diferentes genotipos no hemos

encontrado ningun ST como posible fundador.
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B-NOS
B-AC
B-ACS

Figura 21. Arbol de expansion minima (MST). Phyoviz (http://www.phyloviz.net/wiki)

El algoritmo goeBURST Full MST utiliza una escala de grises para marcar las lineas entre
los STs (en circulos de colores segun sus caracteristicas, en nuestro caso segun el tipo de
bacteriemia). Cuanto mas oscura sea la linea entre 2 STs menos diferencias se
encuentran entre sus perfiles de MLST y el nimero de la linea indica el nimero de

diferencias entre 2 STs.
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1.2. Analisis de la prevalencia de clones hipervirulentos de K.

pneumoniae como causa de bacteriemia (2007-2013)

1.2.1. Identificacién y caracterizacion de las cepas hipermucoviscosas

Se estudiaron los aislamientos de K. pneumoniae causantes de bacteriemia en el
periodo 2007 a 2013 con el fin de detectar la presencia del fenotipo
hipermucoviscoso. Dicho fenotipo esta relacionado con el gen de
hipermucoviscosidad (magA) y/o el gen regulador del fenotipo mucoide (rmpA). El
fenotipo hipermucoviscoso se caracteriza por la formacion de un hilo mucoso de mas
de 5 mm cuando con la ayuda de un asa de siembra se tocan las colonias de K.

pneumoniae crecidas en la placa de medio de cultivo (Figura 22).

Figura 22. Test de hipermucoviscosidad positivo, presencia de un hilo de >5 mm

(string test).

Durante el periodo de estudio se detectaron 986 episodios de bacteriemia por K.

pneumoniae en 880 pacientes. De estos, 878 aislamientos (89,1%) estuvieron
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disponibles para el estudio del fenotipo hipermucoviscoso. Mediante el test del hilo
se identificaron 53 episodios (6%) en 50 pacientes causados por cepas con fenotipo
hipermucoviscoso.

Las 53 cepas se caracterizaron mediante PCR de los genes relacionados con la
hipermucoviscosidad (magA y rmpA), PCR y secuenciacién de parte del operén
capsular (wzi) y MLST.

Entre estos 53 episodios, se detectaron los genes magA y rmpA en 16 (30,2%)
aislamientos y so6lo el gen rmpA en 12 (22,6%) aislamientos. En los 25 (47,2%)
aislamientos hipermucoviscosos restantes no se detectd ninguno de los dos genes.
Una vez realizado el estudio molecular por MLST vy la secuenciacion del gen wzi,
se detectaron 16 aislamientos del serotipo K1 todos pertenecientes al ST23 (2-1-1-
1-9-4-12), 9 aislamientos del serotipo K2 pertenecientes a 5 STs y 28 aislamientos

de otros serotipos con diversos STs.

Tabla 20. Caracteristicas de los aislamientos hipermucoviscosos.

Serotipo
Genes de virulencia MLST Alelo wzi
relacionado aislamientos

magA(+) IrmpA(+) ST23

ST25 72 1

ST65 72 1

magA(-) rmpA(+) K2 ST86 2 3
ST380 2 8

ST493 2 1

No-K1/K2 ST10132 1222 3

Varios no- i _ )
magA(-) IrmpA(-) Varios STs  Varios wzi 25
K1/K2

aElI ST1013 vy el alelo wzi 122 han sido descritos por primera vez en el presente estudio.
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Tabla 21. Perfil alélico de los STs de los aislamientos magA(+) y/o rmpA(+).

2 1 1 1 9 4 12
2 1 1 1 10 4 13
2 1 2 1 10 4 13
9 4 2 1 1 27
2 1 1 1 4 19
2 1 70 1 12 1 127
2 2 1 1 3 3 1

En nuestra area geografica la prevalencia del fenotipo hipermucoviscoso es baja,
53/878 (6%). La incidencia de K. pneumoniae portadores del gen magA fue 16/878
(1,8%) y todos los aislamientos pertenecian al mismo clon [rmpA(+), ST23 y
serotipo K1]. La de los aislamientos magA(-)/rmpA(+) fue 12/878 (1,4%) y 25/878
(2,8%) para los aislamientos magA(-)/rmpA(-). Igualmente la bacteriemia causada

por clones hipervirulentos de los serotipos K1 o K2 es baja 25/878 (2,8%).

Todos los aislamientos de K. pneumoniae magA y/o rmpA eran sensibles a todos los
antimicrobianos probados excepto a ampicilina, piperacilina y ticarcilina. Casi la mitad
(11/25) de los aislamientos hipermucoviscosos magA(-)/rpmA(-) presentan una
resistencia adicional [dos aislamientos eran productores de BLEEs y seis
aislamientos eran resistentes a fluoroquinolonas]. Por otro lado, 43,8% de los
aislamientos no hipermucoviscosos también presentan alguna resistencia [15,5% de
los aislamientos eran productores de BLEEs y 29,6% eran resistentes a

fluoroquinolonas].
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Todos los aislamientos magA(+)/rmpA(+) albergaban ademéas el gen rmpA2
(activador transcripcional), variante del gen rmpA (Lee et al., 2010). De los 12
aislamientos magA(-)/rmpA(+), sélo la mitad albergaban el gen rmpA2. Mientras

gue ningun aislamiento magA(-)/rmpA(-) presentaban el gen rmpA2.

N° de

aislamientos
25+

204

i
15 O magA+/rmpA+
10+ O magA-/rmpA+
B magA-/rmpA-
5_/

rmpA2+ rmpA2-
Figura 23. Presencia de los genes relacionados con la hipermucoviscosidad (magA,

rmpA y rmpA2) en los aislamientos hipermucoviscosos.

1.2.2. Caracteristicas clinicas de las bacteriemias causadas por K.

pneumoniae hipermucoviscosas

La tabla 22 muestra las caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes con
bacteriemia causada por K. pneumoniae hipermucoviscosas con y sin genes (magA
y/o rmpA) y no hipermucoviscosas. Los pacientes con episodios de bacteriemia
causados por cepas de K. pneumoniae con fenotipo hipermucoviscoso fueron
mayoritariamente hombres (33/50, 66%) con una media de edad de 67,04 afios (+/-

SD 15,74).

Aunque la mayoria de las bacteriemias causadas por K. pneumoniae

hipermucoviscosas son de adquisicibn comunitaria, entre las bacteriemias debidas a
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las cepas hipervirulentas K1, 7 (25%) fueron nosocomiales. La adquisicion
nosocomial de estas cepas sugiere su presencia colonizando a los pacientes,
probablemente con anterioridad a la admision en el hospital y que posteriormente

desarrollan la infeccién en el hospital.

Aunque las cepas portadoras del gen magA se han asociado mayoritariamente con
pacientes con abscesos hepaticos piogénicos adquiridos en la comunidad, en nuestro
estudio menos de un 25% de los episodios de bacteriemia tuvieron este origen. Otros
focos detectados fueron neumonia, tracto urinario y catéter intravenoso.

Comparando los tres grupos de bacteriemias diferenciados en la tabla 22, en el
primero (magA y/o rmpA) se encontraba la mayor frecuencia de abscesos hepaticos

piogénicos y de neumonias.

Una cuarta parte (27,2%) de los pacientes sufrid6 shock seéptico, sin distincion de
grupo. La presencia de comorbilidades fue mas frecuente entre las cepas no
hipermucoviscosas, aunque por lo general todos los pacientes padecian alguna

comorbilidad.

La tasa de mortalidad a los 30 dias se mantuvo similar entre los pacientes del primer
(magA y/o rmpA) y del tercer grupo (no hipermucoviscosas), con una media de 21,7%

de los pacientes (182/837).

La elevada frecuencia de aislamientos magA(-)/rmpA(-) entre los aislamientos

hipermucoviscosos indica que es necesario realizar un analisis molecular para la

deteccion de cepas virulentas.
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Tabla 22. Caracteristicas de los pacientes y origen de las bacteriemias segln la

presencia de genes hipermucoviscosos.

Hipermucoviscosas

Caracteristicas magA+/rmpA+ 0 A A No hipermucoviscosas
magA-/rmpA+ MmagA-rmpA-

N° de casos 28 25 825

Edad (+/- SD) 56,7 (+/-SD 18,3) 69,3 (+/-SD 15,6) 64,7 (+/- 14,6)
Sexo (Hombres) 20 (71,4%) 13 (52%) 550 (66,7%)

Adquisicion

B-AC 13 (46,4%)b 11 (44%)° 149 (18,1%)
B-ACS 8 (28,6%) 12 (48%)° 190 (23,1%)
B-NOS 7 (25%)P 2 (8%)° 486 (58,9%)

Origen de la infeccidn
Absceso hepatico 6 (21,4%)° 2 (8%)° 6 (0,7%)
Neumonia 5 (17,9%)° - 30 (3,6%)
Urinario 8 (28,6%)? 14 (56%)° 233 (28,2%)
BRC* 2 (7,1%) 1 (4%)° 192 (23,3%)

Abdominal 3 (10,7%) - 41 (4,9%)

Biliar 1(3,6%)? 6 (24%) 153 (18,5%)

3(10,7%) L (4%) 139 (16,8%)

PBEC** - 1 (4%) 10 (1,2%)
Otros - - 21 (2,5%)
Shock séptico 7 (25%) 6 (24%) 215 (26,1%)
Comorbilidades 21 (75%)° 19 (76%)° 739 (89,6%)
Mortalidad (30 dias) 7 (25%) 2 (8%) 173 (20,9%)

*BRC: bacteriemia relacionada con catéter intravenoso

*PBEC: peritonitis bacteriana espontanea en paciente cirrético

@ p<0,05 comparando hipermucoviscosas (magA+/rmpA+ o magA-rmpA+) vs (magA-
/rmpA-).

b p<0,05 comparando hipermucoviscosas (magA+/rmpA+ o magA-rmpA+) vs no
hipermucoviscosas.

¢ p<0,05 comparando hipermucoviscosas (magA-/rmpA-) vs no hipermucoviscosas.
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1.3. Mecanismos de virulencia de las cepas de K. pnheumoniae que

causa bacteriemia (2007- 2013)

1.3.1. Seleccién de cepas para el estudio

Se seleccionaron 38 aislamientos de K. pneumoniae representantes de los

diferentes genotipos del fenotipo hipermucoviscoso (apartado 1.2) y 7 aislamientos

con fenotipo no-hipermucoviscoso (apartado 1.1).

Tabla 23. Aislamientos clinicos seleccionados.

+ + + K1
- + + K2
- + - K2
- + - No-K1/K2
- - - No-K1/K2
: : : No-K1/K2

Todos los aislamientos seleccionados se caracterizaron mediante:

- Test de hipermucovisosidad (DO a 600nm =0,2)

- Adhesién en tubo

15

11

23 (n=15)
25, 65, 86 (n=3), 380
380 (n=2), 493
1013 (n=3)

17, 37, 45, 152, 321, 460,
622, 719, 895 (n=2), 1035
17 (n=2), 35, 104, 214, 465,
711

- Formacion de biopelicula en caldo de infusion cerebro corazén BHI (DO a

570 nm 20,2) (BD)

- Adhesion en placa (indice de formacion de biopelicula <5)

- Resistencia al suero
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1.3.2. Test de hipermucoviscosidad

Las cepas de K. pneumoniae con fenotipo hipermucoviscoso con presencia de
genes magA(+) y/o rmpA(+) presentaron un resultado positivo para el test de la
hipermucoviscosidad, siendo mas elevada su presencia entre las cepas
magA(+)/rmpA(+).

Las cepas de K. pneumoniae con fenotipo hipermucoviscoso presentaron un
sedimento menos compacto después de la centrifugacion que las cepas de K.
pneumoniae con fenotipo no hipermucoviscoso y estas diferencias se

correlacionaron con el nimero de genes identificados.

DO6OO ..
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( X )
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o
00 T 1 T 1
X X . v’
s s 8 g
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< N ) )
va & & 3
& Ng N N
hipermucoviscosas no hipermucoviscosas

Figura 24. Resultados del test de hipermucoviscosidad en los distintos grupos de

cepas. La hipermucoviscosidad se determind midiendo la DOeoo del sobrenadante obtenido
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tras la centrifugacion (1,000xg durante 5 minutos) de un cultivo de 18 horas. A mayor
DOsoo mayor hipermucoviscosidad.

Medias + errores estandares de como minimo tres replicas independientes de cada
experimento. El analisis de la varianza “One-way” fue analizado con el test estadistico de
multiple comparacién “Newman-Keuls post hoc” (P =< 0,0001) donde: *, P < 0,05; **, P <

0,01y *** P <0,001.

1.3.3. Deteccién de la formacion de biopelicula sobre medio liquido (Air-liquid

biofilm: ALI-Biofilm)

La adhesion en tubo se denomind formacién de biopelicula ALI (formacion de una
pelicula en la superficie de contacto entre el aire y el medio de cultivo liquido). Al
igual que con el test de hipermucoviscosidad, la formacion de ALI se relacion6 con
la presencia de los genes del fenotipo hipermucoviscoso siendo mas propensa su

formacion en las cepas magA(+)/rmpA(+).

Figura 25. Test de adhesidn en tubo. La biopelicula tipo
ALl se midi6 visualmente considerdandose como resultado
positivo cuando se generd una pelicula consistente de
biopelicula en la superficie del medio que al girar el tubo

mantenia el cultivo liquido (tubo izquierda). Se consideré

negativo cuando no se observé formacion de biopelicula y al
girar el tubo no es capaz de mantener el cultivo liquido (tubo

derecha).
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N° 16 [] Positiva
cepas 4, [] I\Ligijl?élva

magA+irmpA+ magA-rmpA+ magA-rmpA- no genes

hipermucoviscosas no hipermucoviscosas

Figura 26. Distribucion de la adhesion en tubo de los aislamientos de fenotipo
hipermucoviscoso y fenotipo no hipermucoviscoso segun la presencia de

genes.

Los aislamientos con fenotipo hipermucoviscoso magA(+)/rmpA(+) presentaron un
resultado positivo (= 6/10 repeticiones) con una pelicula consistente en la superficie
liguida. Entre los aislamientos con fenotipo hipermucoviscoso magA(-)/rmpA(+ y/o -
), a excepcidén de 1 aislamiento con resultado positivo, se observo formacién de
anillo en 3 aislados (pelicula pegada en las paredes del tubo pero no cubriendo la
superficie liquida completamente) y resultados negativos en otros 8 aislados (no se
forma pelicula ni anillo). Los 7 aislamientos no hipermucoviscosos tuvieron

resultados negativos.
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1.3.4. Formacion de biopelicula sobre medio sélido (Solid-liquid biofilm: SLI-

Biofilm)

La capacidad de formacion de biopelicula de los aislamientos se realizé también en
placas de microtiter con caldo de cultivo BHI. Para diferenciar esta biopelicula
formada en la superficie de la biopelicula ALI, se denomind SLI (formacién de
biopelicula entre la superficie sélida de la placa de microtiter con el cultivo liquido).
Los datos se clasificaron en tres grupos: formacion de biopelicula fuerte (DO > 0,6),
formacion de biopelicula intermedia (DO < 0,6 y > 0,2) y formacion de biopelicula
muy débil o negativa (DO < 0,2), en funcion de los resultados de la DO observada

tras la tincién con cristal violeta.
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Figura 27. Biopelicula respecto a la presencia de genes. La formacién de

biopelicula se obtuvo midiendo la DOs7o de las placas tefiidas con cristal violeta.
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La mayoria de las cepas formaban una biopelicula muy débil o no formaba
biopelicula 25/45 (55,6%). Se detecté una biopelicula intermedia en 15/45 cepas
(33,3%) y una biopelicula fuerte sélo en 5/45 cepas (11,1%).

La formacion de biopelicula no mostré diferencias significativas entre los diferentes
grupos de aislamientos, la tasa de hipermucoviscosidad, la adhesion bacteriana o
la resistencia al suero. Estos resultados sugieren que la formacion de biopelicula

SLI es una caracteristica adaptativa independiente de cada aislamiento.

Adhesién (BFI)
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Figura 28. Biopelicula respecto a la adhesién. No se encontré una relacion

significativa entre la adhesién (medida en BFI) y la capacidad de formacion de biopelicula

sobre medio sélido.

1.3.5. Determinacién de la capacidad de adhesion

La capacidad de adhesion bacteriana se realizé con un método de aglutinacion con
bolitas magnéticas (BioFilm Ring Test®). La adhesion bacteriana [indice de
formacion de biopelicula (BFI)] se determin6 mediante el software BioFilm Control.

El BFI obtenido fue inversamente proporcional a la adhesion bacteriana. Asi, los
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valores de BFI <5 se asocian con la adhesién, mientras que valores de BFI 25 se
asocian con la ausencia de adhesion. Se consideré correcto el método cuando se
detectd un punto marrén en el fondo de cada pocillo de la placa de Microtiter como
control de no adhesion, siguiendo el protocolo descrito previamente (Chavant et al.,
2007). La variacion de forma y color del punto marrén estd determinada por la

proporcion de adhesion.
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Figura 29. A.) Adhesién en placa respecto a la presencia de genes. El indice BFI
(expresado en ordenadas) es inversamente proporcional a la adhesion. La adhesion inicial
a la superficie sélida se determind con el método “BioFilm ring test” tras 5 horas en
crecimiento estético a 37°C. La linea de puntos representa el limite de adhesion (BFI=5),
con valores <5 para los niveles mas altos de adhesion.Medias + errores estandares de
como minimo tres replicas independientes de cada experimento. El analisis de la varianza
“One-way” fue analizado con el test estadistico de multiple comparacion “Newman-Keuls

post hoc” (P =0,0016) donde: **, P < 0,01.
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Figura 29. B. (continuacion) Ejemplo de adhesién en placa. La presencia de un botén

en el centro del pocillo indica no adhesién. La ausencia del boton indica adhesion.

Casi la mitad de las cepas (20/45, 44,4%) mostraron adhesién después de 5 horas
de incubacién. Sin embargo, sélo 6 (22,2%) de las 27 cepas que presentaban
fenotipo hipermucoviscoso con magA(+) y/o rmpA(+) mostraron una fuerte
adhesion a la superficie de la placa. Mientras que 10 (90,9%) de las 11 cepas que
presentaban fenotipo hipermucoviscoso magA(-)/rmpA(-) y 4 (57,1%) de las 7

cepas que no presentaban fenotipo hipermucoviscoso mostraron adhesion.

Se observo una reduccién significativa en la adhesion asociada a la presencia de

genes magA y rmpA.

1.3.6. Determinacidon de la resistencia al suero

Se determino la resistencia al suero humano en los cuatro grupos de aislamientos.
Los niveles méas elevados de resistencia al suero humano (casi 100% resistentes)
se observaron en las cepas que presentaban fenotipo hipermucoviscoso con los
genes magA(+) y/o rmpA(+), mientras que cepas magA(-)/rmpA(-) mostraron los
niveles de resistencia al suero variables con independencia de tener o no el

fenotipo hipermucoviscoso.

111



RESULTADOS

*k%k

0 1507 ok

1004 # _—r

°® —1
501

0 1 1 1 1

x x 4 4

\a \a \g \g

Q Q Q Q
><\\(Q ,&6\ '\\6\ '&(Q
&) S )
& E® N N

hipermucoviscosas no hipermucoviscosas

Figura 30. Resistencia al suero respecto a la presencia de genes. Se consider6 una

cepa resistente al suero cuando sobrevivia al NHS al 75% comparandola con el HI-NHS al
75%. Medias * errores estandares de como minimo tres replicas independientes de cada
experimento. El analisis de la varianza “One-way” fue analizado con el test estadistico de
multiple comparacién “Newman-Keuls post hoc” (P =0,0004) donde: *, P < 0,05; **, P <

0,01y *** P <0,001.

En resumen, las cepas con mayor niumero de genes son significativamente las mas
hipermucoviscosas, forman mas adhesion en tubo (pelicula) y mostraban una
mayor resistencia al suero, mientras que mostraban menos adhesién en placa.

La mayor formacion de biopelicula y adhesion en placa se detectd en las cepas sin

genes aungue sin diferencias significativas.
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Tabla 24. Caracteristicas fenotipicas de los aislamientos hipermucoviscosos y los

aislamientos clasicos.

No

Hipermucoviscoso

hipermucoso
Caracteristicas
magA+ magA-

rmpA+ frmpA+

12 11

N° cepas estudiadas 15

14 (93,3%) 10 (83,3%) 3 (27,3%) 0
4(26,7%) 4(33,3%) 8 (72,7%) 5 (71,4%)
3 (20%) 3(25%)  10(90,9%) 4 (57,1%)
15 (100%) 3 (25%) 0 0

15 (100%) 12 (100%) 6 (54,5%) 4 (57,1%)
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OBJETIVO 2. Caracterizacion de K. pneumoniae multirresistentes

en el Hospital Universitario de Bellvitge de Barcelona (2007-2013)

2.1. Caracterizacion de un brote causado por K. pneumoniae

productora de blaoxa-1

2.1.1. Descripcién del brote nosocomial

Durante el periodo 2007-2009 se detect6 en nuestro hospital un aumento de cepas
de K. pneumoniae con un patron comun de multirresistencia: penicilinas,
amoxicilina/acido clavulanico, piperacilina/tazobactam, tobramicina, amikacina,
ciprofloxacino y trimetroprim-cotrimoxazol. Estas cepas presentaban ademas una
disminucién de sensibilidad a cefepime. Se observé sinergia entre los discos de
acido clavulanico y cefepime y cefotaxima similar a las observadas en las cepas

productoras de BLEEs.
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Figura 31. Antibiograma por disco difusién de la cepa K. pneumoniae blaoxa-1.

AMP: ampicilina; TIC: ticarcilina; CFO: cefoxitina: NAL: &cido nalidixico; AZT: aztreonam;
CAZ: ceftazidima; CXM: cefuroxima; CIPR: ciprofloxacino; CTX: cefotaxima; AMC:
amoxicilina/ acido clavulanico; FO: fosfomicina; NI: nitrofurantoina; IMI: imipenem; FEP:
cefepime; GEN: gentamicina; SXT: cotrimoxazol.

Las flechas indican la sinergia que se observa entre AMC con FEP y CTX.
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Figura 32. Distribucién temporal de los 38 pacientes pertenecientes al brote. Las
barras rayadas representan a pacientes ingresados en las UCIs y las verdes a pacientes

ingresados en otros servicios hospitalarios.

2.1.2. Caracterizacién molecular de la cepa epidémica

El andlisis por ECP tras restriccion con Xbal mostré un patrén mayoritario que se
identificé en los 98 aislamientos, pertenecientes a 38 pacientes. Este patron se
diferenci6 facilmente del patron de otros aislamientos de K. pneumoniae BLEE o

multirresistente contemporaneos no asociados con este brote de infecciones.
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Se detectdé por PCR una B-lactamasa de la familia OXA en los 98 aislamientos

estudiados que fue identificada como la enzima OXA-1 tras secuenciacion.

Se seleccionaron 7 aislamientos para el MLST: 2 del perfil de ECP mayoritario (Kp98)
y 1 de cada subtipo de este perfil de ECP (de Kp98-1 a Kp98-5). En todos los
aislamientos se encontr0 un Unico secuenciotipo (ST14) que se engloba en el
complejo clonal 14 (CC14). ElI CC14 se ha asociado con frecuencia a brotes de
infeccibn nosocomial en diferentes paises (Diancourt et al., 2005; Hrabak et al.,
2009). Ademas, las cepas del CC14 adquieren con facilidad nuevos determinantes de
resistencia antibiética (OXA, BLEE, carbapenemasas, etc.) lo que puede justificar el

perfil de multirresistencia de la cepa epidémica.

La mayoria de pacientes con aislamientos de las cepas de K. pneumoniae-OXA-1
estaban ingresados en las UCIs (71%, 27/38). Las muestras mas frecuentes donde
se encontré K. pneumoniae-OXA-1 fueron orina (8/85 pacientes), seguido de sangre

(9/49 pacientes) y de muestras respiratorias (11/27 pacientes).

2.1.3. Caracterizacion del perfil de multirresistencia. Estudio de integrones

El patron de multirresistencia a B-lactamicos, aminoglucésidos y quinolonas fue
transferible por conjugacion a la cepa E. coli J53-2 rifampicina resistente.
El transconjugante mostraba el mismo perfil de multirresistencia que el aislamiento

de K. pneumoniae utilizado como cepa donadora, con la excepcion de la CMI de
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ciprofloxacino, en la cual se detectd una resistencia disminuida en la cepa

receptora (Tabla 25).

Tabla 25. Concentracion minima inhibitoria de varios antimicrobianos en el

aislamiento de K. pneumoniae n° 8260 y su transconjugante y de la cepa receptora

E. coli J53-2

CMlI del CMI del CMIl de la cepa

Antimicrobiano aislamiento n° |transconjugante E. coli J53-2

8260 (ug/ml) | n° 8260 (ug/ml) (ng/ml)
Ampicilina 232 232
Piperacilina 2128 2128 <8
Ticarcilina 2128 2128 <8
Amoxicilina/ac. clavulanico 232/16 232/16 <8/4

Piperacilina/tazobactam 32 32 <8
Cefuroxima 16 16 8
Cefotaxima <2 <2 <1
Ceftacidima <1 <1 <1
Cefepime 2 2 <1
Aztreonam <1 <1 <1
Imipenem <2 <2 <1
Gentamicina <4 <4 <2
Tobramicina 216 216 <2
Amikacina 32 32 <8
Cotrimoxazol 24/76 24/76 <2/38
Ciprofloxacino 2 0,5 <0,5

Mediante PCR (5°CS-3'CS) se detectd la presencia de un integron de clase I. Se
realizé el mapeado del integron mediante diferentes combinaciones de PCR y

posterior secuenciacion.
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Asi se identifico un integrén de clase | que albergaba en su zona variable los genes
blaoxa-1y aac(6’)-1b-cr en las cepas clinicas y los transconjugantes.

La acetilasa aac(6’)-Ib-cr explica la resistencia a aminoglucésidos (tobramicina y
amikacina) y un bajo nivel de resistencia a quinolonas. Ademas la cepa epidémica

presentaba un cambio Ser83Leu en GyrA. No se detecté ningun cambio en ParC.

Tabla 26. Combinaciones de cebadores del estudio de integrones en K. pneumoniae- blaoxa-1.

aac 6’lb-cr-F - aac 6°Ib-cr-R 654 pb
OXA-F — OXA-R 1011 pb
5CS - 3CS 2 kb
aac(6’)-1- F— OXA-R 1655 pb
OXA-F- aac 6’Ib-cr-R Negativo
5'CS - aac 6'Ib-cr-R 500 pb
OXA-F -3'CS 700 pb
Intl-F - aac 6 Ib-cr-R 2,3 kb
OXA-F — sull 500 pb
aac(6)1b
T HHT (o - )
5-CS

Aproximado 1Kb

Figura 33. Estructura del integron de clase | que albergaba los genes aac(6’)1b y

blaoxa-1 (aprox 4Kb)
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2.2. Caracterizacion molecular de un brote causado por K.

pneumoniae productora de blaoxa.4s (2010-2012)

2.2.1. Descripcion del brote epidemioldgico

En el periodo de octubre-2010 a diciembre-2012 se detectd una brote nosocomial
causado por la diseminacion de una cepa de K. pneumoniae multirresistente que
ademas era resistente a carbapenémicos (KP-RC) que afectd a 28 pacientes
ingresados mayoritariamente en las areas de Cirugia Digestiva y Medicina Intensiva.
Todos los aislamientos (n=62) presentaban el mismo patron de ECP que se asocio al

ST101 por MLST. Este ST se relaciona con el complejo clonal 82 (CC82).

Durante el transcurso del brote, se detectaron 23 aislamientos con el mismo patron
de ECP (Kpl) asociado al ST101, presentaban el perfil de BLEE y eran sensibles a
los carbapenémicos (KP-SC). En 22 pacientes se aislaron cepas KP-RC, en 14

pacientes se aislaron cepas KP-SC y en 6 pacientes se aislaron ambos tipos.
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N° pac
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Figura 34. Deteccién de muestras clinicas (1 por paciente) de cepas K. pneumoniae

con perfil de ECP-1 KP-RC, perfil ECP-1 KP-SC y con otros perfiles de ECP.

2.2.2. Caracterizacion de los aislamientos

Se detecto por PCR presencia del gen blaoxa-4s y de un gen de la familia blactx-m-1
gue tras secuenciacion se identific6 como blacrx-m-15 en los aislamientos KP-RC.

Mientras que en los aislamientos KP-SC sélo se detecto el gen blactx-m-1s.
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K. pneumoniae K. pneumoniae
Sensible a imipenem
ECP Kpl
MLST: ST 101
CTX-M-15 positiva
OXA-48 negativa
N° pacientes: 14

Resistente a imipenem
ECP Kp1l
MLST: ST 101
CTX-M-15 positiva
OXA-48 positiva
N° pacientes: 28
N° aislamientos: 62
Dic 2010- May 2012
Sélo 1 tipo

N° aislamientos: 23
Oct 2010- Dic 2012
6 subtipos

Figura 35. Caracteristicas de las cepas de K. pneumoniae ST101, sensibles (KP-SC)

y resistentes (KP-RC) a carbapenémicos.

Todos los aislamientos fueron resistentes a gentamicina, ciprofloxacino y
cotrimoxazol. Los aislamientos KP-RC presentaban CMIs de los carbapenémicos
entre rangos intermedios y de resistencia. Mediante el test de Hodge se demostro la
actividad hidrolitica frente a imipenem. Ademas, se observd sinergia entre el acido
clavulanico y los carbapenémicos, lo que sugirié la presencia de una carbapenemasa.
Entre los aislamientos KP-SC las CMlIs de los carbapenémicos fueron <2 pg/ml, el
test de Hodge fue negativo y no se observd sinergia entre los carbapenémicos y el
ac. clavulanico. El intervalo de las CMIs de los carbapenémicos para los
aislamientos resistentes fue: imipenem (2->32 pg/ml), meropenem (4->32 pg/ml) y
ertapenem (8->32 pg/ml). Las cepas con CMIs de imipenem mas elevadas (>32
ug/ml) presentaron resistencia a la cefoxitina, lo que sugiere la presencia de un

mecanismo de resistencia adicional de pérdida de porinas (Tabla 27).
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Tabla 27. Sensibilidad antibi6tica de los aislamientos KP-RC y KP-SC

<8 <8
>4 >4
>2 >2
2/>32 <2
4/>32 <2
8/>32 <8

2.2.3. Determinacion del analisis plasmidico

El andlisis plasmidico y la localizacion genética de la carbapenemasa blaoxa-4s se
estudio en 3 aislamientos de KP-RC (2 muestras clinicas del brote y una cepa
control, K. pneumoniae 7680) y 2 de KP-SC. La extraccion de ADN se realizd
mediante columnas del kit “Quiagen plasmid Midi”.

Los extractos obtenidos fueron comparados con las cepas Escherichia coli NCTC
50193 (CECT678) y NCTC 59192 (CECT679), que portan plasmidos de tamafo
conocidos (rango de 154 a 2 kb).

Se encontraron 6 plasmidos en los aislamientos KP-RC y 5 plasmidos en los
aislamientos KP-SC, con un rango de tamafio de 1,9 kb a 70 kb. El perfil
plasmidico fue idéntico en los aislamientos KP-RC de muestras clinicas y en la

cepa control.
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Este perfil plasmidico se encontré también en los asilamientos KP-SC a excepcion
de una estructura de 70 kb que aparecia en los aislamientos KP-RC y en la cepa

control y que no se detectaba en los aislamientos KP-SC.

Figura 36: Andlisis plasmidico. La hibridacién de la sonda de blaoxa-ss con el gel en la
posicion del plasmido de aproximadamente 70 kb demostraron la presencia del gen blaoxa-
sg €n este pldsmido no detectado en los aislamientos KP-SC.

M: marcador de peso molecular, R: aislamientos KP-RC, S: aislamientos KP-SC,

C+: controles positivos

La localizacion del gen blaoxa-4s se realizd mediante Southern blot e hibridando
nuestro gel con la sonda preparada de blaoxa4s con dUTP-digoxigenina y

revelandola con el anticuerpo antidigoxigenina. La hibridaciéon de la sonda con la
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estructura de 70 kb demostré la presencia del gen blaoxa-4s en esta estructura de

los aislamientos KP-RC y de la cepa control.

2.2.4. Caracteristicas clinicas de los pacientes

Ocho de los 28 pacientes con aislamientos KP-RC manifestaron sélo colonizacion y
los 20 restantes mostraron infeccién. De los pacientes infectados, 19 recibieron
tratamiento antibiético, considerandose tratamiento adecuado en 16 pacientes
(tigeciclina, carbapenémicos, colistina, amikacina y fosfomicina). La tigeciclina fue
un tratamiento eficaz en 5 de los 7 pacientes tratados con este antibidtico.

Entre los pacientes con aislamientos de K. pneumoniae sensibles a carbapenémicos
(KP-SC) 5 mostraron colonizacién y 9 infeccion. En 8 de estos 9 pacientes el
tratamiento de las infecciones causadas por KP-SC fueron los carbapenémicos,
siendo la tigeciclina el antibiético elegido para el ultimo paciente, el cual tuvo una

evolucion favorable.

La tasa de mortalidad entre los pacientes infectados/colonizados para KP-RC fue
de 8/28 (28,6%) y 2/14 (14,3%) para KP-SC. Dos pacientes con aislamiento KP-RC
fallecieron dentro de las primeras 48 horas tras la deteccion de la infeccion. Uno de
ellos habia recibido piperacilina/tazobactam al cual la cepa era resistente y el otro
no recibié tratamiento antibidtico. La mayoria de los pacientes infectados con KP-
RC y tratados correctamente (n=11, 68,75%) evolucionaron satisfactoriamente.
Cinco pacientes con tratamiento adecuado fallecieron: en uno de ellos la defuncion
no estuvo relacionada con la infeccion, mientras que la defuncion se asocié a la

infeccién en los otros cuatro casos.
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Entre los paciente fallecidos, uno de ellos sufri6 una neumonia asociada a
ventilacibn mecanica y los otros tres presentaron cuadros clinicos compatibles con

shock séptico de diferente origen.

Entre los pacientes con aislamientos KP-SC, hubo una muerte relacionada con la
infeccidén, a pesar de que el paciente fue tratado con carbapenémicos y otra no

relacionada con la infeccion.

Considerando globalmente los 28 pacientes afectados por la cepa epidémica, todos

los pacientes presentaron otras enfermedades de base y 17 de ellos (14 KP-RC y 3

KP-SC) habian recibido carbapenémicos previamente.
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Figura 37: Presentacién y evolucion de los 28 pacientes afectados (8 colonizados y 20 infectados) por las cepas de Klebsiella

pneumoniae resistente a carbapenémicos
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DISCUSION

OBJETIVO 1. Estudio de cepas de K. pneumoniae aisladas de
pacientes con bacteriemia en el Hospital Universitario de

Bellvitge de Barcelona (2007-2013)

1.1. Epidemiologia clinica y molecular de la bacteriemia

causada por K. pneumoniae (2007-2009)

K. pneumoniae es un importante patdgeno Gram negativo causante de
bacteriemias en todo el mundo y cuya epidemiologia ha sido ampliamente
estudiada en el ambiente hospitalario asociada a la diseminacion de cepas
multirresistentes (Haddy et al., 1989; Tsay et al., 2002; Bodro et al., 2013; Tseng
et al., 2013; Koupetori et al., 2014). Ademas de estas cepas mulitrresistentes, K.
pneumoniae es una causa frecuente de otras infecciones nosocomiales de origen
endogeno (bacteriemia de catéter, infeccion urinaria, infeccion quirdrgica, etc.)
(Marschall et al., 2009; Pien et al., 2010). En la comunidad, K. pneumoniae es la
segunda causa mas frecuente de infeccion urinaria y también de la bacteriemia
Gram negativa comunitaria (Ko et al., 2002; Decré et al., 2011; Isendahl et al.,
2014).

Con el objetivo de conocer las caracteristicas clinicas y microbiolégicas asociadas
a la bacteriemia por K. pneumoniae, analizamos los episodios de bacteriemia
nosocomiales (B-NOS), asociados a la asistencia sanitaria (B-ACS) vy
comunitarios (B-AC) durante un periodo de tres afios (Friedman et al., 2002). La

mayoria (66%) de los episodios fueron nosocomiales.
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Aunque la media de edad de los pacientes fue superior a 60 afios en los tres
grupos, los pacientes con bacteriemia comunitaria fueron los de mayor edad.
Este hecho esta relacionado con un aumento de enfermedades subyacentes en
este grupo de pacientes. Por otro lado, los pacientes con bacteriemia B-NOS y
B-ACS son mas jovenes y entre ellos es mas frecuente la presencia de cancer
y ademas de enfermedad cardiovascular entre los pacientes con bacteriemia B-
NOS.

En relacion con el foco de la bacteriemia, el urinario y el biliar fueron los mas
frecuentes entre las B-AC y las B-ACS, mientras que en la B-NOS el foco mas
frecuente fue la bacteriemia de catéter. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos en otros estudios realizados (Ko et al.,, 2002; Tsay et al., 2002;
Meatherall et al., 2009). Finalmente, es destacable que la bacteriemia primaria
estuvo presente en mas del 10% de los episodios.

La produccion de BLEEs entre los aislamientos bacteriémicos de nuestro
estudio fue del 8,6%, siendo la familia CTX-M la mayoritaria ya que es la familia
de BLEEs que predomina en nuestro entorno (Coelho et al., 2009b; Coelho et
al., 2010a; Ruiz de et al., 2011; Webster et al., 2011; Peralta et al., 2012; Calbo
et al., 2015). Aunque se detectaron cepas productoras de BLEEs en los 3
grupos de pacientes, la frecuencia fue superior entre la bacteriemia B-NOS y la
B-ACS lo que refleja que el ambiente hospitalario es uno de los principales
focos de este tipo de microorganismos como se ha descrito en otros trabajos
(Paterson et al., 2004; Marra et al., 2006; Meatherall et al., 2009; Webster et al.,
2011; Hongsuwan et al., 2014). El aumento de la prevalencia de las cepas
productoras de BLEES se ha asociado con la estancia hospitalaria prolongada,

los procesos invasivos y el tratamiento antibiético previo.
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Es destacable entre nuestros aislamientos el porcentaje de resistencia a
quinolonas y a trimetoprim/sulfamethoxazol, lo que limita su uso como
tratamiento empirico. Al igual que se ha descrito en E. coli, la resistencia a
quinolonas esté relacionada con el tratamiento previo con quinolonas. Ademas,
en los ultimos afios es cada vez mas frecuentes la co-resistencia entre
fluoroquinolonas y cotrimoxazol, probablemente debido a la diseminacién de
integrones que albergan genes de resistencia a estos dos grupos de
antibioticos (Rodriguez-Martinez et al., 2007; Talan et al., 2008; van der Starre
et al., 2011).

La diversidad genética de los aislamientos de K. pneumoniae no ha sido muy
estudiada fuera de los brotes de infeccibn nosocomial causados por cepas
multirresistentes. Nuestro estudio muestra una elevada diversidad genética en
los tres grupos de cepas estudiadas (B-NOS, B-AC y B-ACS). Esta
heterogeneidad genética fue una limitacion para establecer grupos clonales
asociados a determinados focos de infeccion, algo similar a lo descrito en otro
estudio reciente que no encontré ninguna relacion entre la patogenicidad y los
ST especificos (Lin et al., 2014b).

Sin embargo, se encontr6 un cluster en la B-NOS que agrupé a 13 pacientes
con episodios debidos al ST14 asociados a una cepa productora de OXA-1y
resistente a quinolonas y aminoglucosidos (Cubero et al., 2013b).

Hay que destacar que 7 STs se encontraron en todos los grupos de
bacteriemia, lo que indica la presencia de algunos clones mayoritarios entre las
cepas de K. pneumoniae que son causa de infeccion endbégena. Entre estos

STs presentes en los tres grupos se encuentran los clones internacionales de
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K. pneumoniae descritos por Brisse (ST13, ST15, ST17, ST35, ST37, ST42 y

ST45) (Brisse et al., 2009).

1.2. Analisis de la prevalencia de clones hipervirulentos de K.

pneumoniae como causa de bacteriemia

Desde los afios 80, en el Sudeste Asiatico y especialmente en Taiwan, se ha
detectado un incremento de infecciones causadas por K. pneumoniae adquiridas
en la comunidad. Estas infecciones se asociaron con abscesos hepaticos
piogénicos de adquisicion comunitaria (community acquired pyogenic liver
abscess; CA-PLA) causados por cepas de K. pneumoniae con un fenotipo
hipermucoviscoso. El fenotipo hipermucoviscoso se asocia con varias cepas de
los serotipos K1 y K2 que son los clones més virulentos y se relacionan con el
CA-PLA (Fang et al., 2004; Yeh et al., 2007; Turton et al., 2007; Chung et al.,
2012).

Otra caracteristica de las cepas causantes de estas infecciones es la capacidad
que tienen de causar metastasis sépticas (Fang et al., 2004; Karama et al., 2008;
Rivero et al., 2010; Decré et al., 2011, Patel et al., 2013).

Fuera de Asia, se han publicado casos en Norte América y en Europa en
pacientes con CA-PLA causado por las cepas de K. pneumoniae
hipermucoviscosas (Fang et al., 2005; Gomez et al., 2007). En estudios
realizados en varios paises se ha detectado poca diversidad genética entre este
tipo de cepas demostrando la existencia de unos clones mayoritarios (K1 y K2)

entre las cepas hipermucoviscosas (Turton et al., 2007; Chang et al., 2013). Las
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cepas pertenecientes a los serotipos K1 y K2 son mas virulentas que las
pertenecientes a otro serotipos, fundamentalmente debido a la resistencia a la
fagocitosis que confieren estos dos tipos capsulares (Li et al., 2014b). Aunque se
describié un caso en 2007 en Madrid, nuestro estudio es el primero en Espafa
que estudia la prevalencia de este tipo de cepas (Gomez et al., 2007).

La frecuencia del fenotipo hipermucoviscoso fue bajo (6%); es mas, si solo se
considera la presencia de los clones virulentos K1 (1,8% n=16) o K2 (0,9% n=8)
la prevalencia todavia fue menor (2,7%; 24/878). Esta baja prevalencia detectada
en nuestra area geografica es similar a la encontrada en otros paises europeos.
Algunos estudios detectaron un mayor nimero de aislamientos pertenecientes al
serotipo K2 (5,0%; 7/139) que al serotipo K1 (1,4%; 2/139), aunque dado el bajo
numero de aislamientos las diferencias no son significativas (Turton et al., 2007;
Maatallah et al., 2014). De todos modos, la frecuencia de estas cepas en Europa
es mucho mas baja que la descrita en los paises asiaticos. Por ejemplo, en un
estudio realizado en Taiwan revela que el 18,2% (41/225) de los aislamientos de
bacteriemia causadas por K. pneumoniae pertenece al serotipo K1 y el 16,4%
(37/225) al serotipo K2 (Liao et al., 2011).

Al igual que en otros estudios, encontramos cepas con fenotipo hipermucoviscoso
qgue no albergaban ninguno de los dos genes asociados a dicho fenotipo. Estas
cepas presentaban una elevada diversidad capsular y ninguna de ellas pertenecio
al serotipo K1 o K2.

Nuestros resultados son concordantes con otros descritos previamente (Yeh et
al., 2006; Turton et al., 2007), por lo que se puede concluir que la
hipermucoviscosidad no es un indicador 100% fiable en la deteccioén de clones

hipervirulentos que expresen los genes magA y/o rmpA. Segun Shon, algunos
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cambios en la composicion del lipopolisacarido podria justificar la presencia del
fenotipo hipermucoviscoso (Shon et al., 2013).

Desde un punto de vista clinico, los episodios de bacteriemia causados por cepas
hipermucoviscosas de K. pneumoniae se pueden dividir en dos grupos segun la
presencia de los genes magA y/o rmpA. Los pacientes del primer grupo [magA(+)
y/o rmpA(+)] presentaban mayoritariamente PLA, neumonia y bacteriemia
primaria, mientras que los pacientes del segundo grupo [magA(-)/rmpA(-)]
presentaban caracteristicas clinicas similares a las bacteriemias clasicas por K.
pneumoniae asociadas principalmente con infecciones del tracto urinario y del
tracto biliar (Turton et al., 2007; Lin et al., 2014a).

Las cepas del serotipo K1 se pueden clasificar en dos complejos clonales: el mas
prevalente CC23X! asociado con CA-PLA y diseminado mundialmente y el
CC82Kl asociado con infeccion respiratoria (Brisse et al., 2009; Decré et al., 2011;
Chung et al., 2012; Gundestrup et al., 2014; Liao et al., 2014; Cheng et al., 2015).
En nuestro estudio todas las cepas del serotipo K1 fueron del ST23-K1, que se
incluye en el CC23X!, Entre los aislamientos magA(-)/rmpA(+) se encontraron
cepas del serotipo K2 y de otro serotipo no-K1/K2. Entre las cepas del serotipo
K2 de nuestro estudio encontramos 5 STs diferentes: ST380, ST86, ST65, ST25
y ST493, lo que indica mayor diversidad genética. Sin embargo, todos los STs
excepto ST493 pertenecian a los CC380, CC86 y CC65 (ST65 y ST25) y
pertenecian a los alelos wzi 2 y 72 descritos previamente (Brisse et al., 2009;
Decré et al.,, 2011; Liao et al., 2014). Ademas, las 3 cepas no-K1/K2 magA(-
)/rmpA(+) pertenecian a un nuevo ST1013 y un nuevo alelo wzi 122.

El tercer grupo de cepas [magA(-)/rmpA(-)] mostré una gran diversidad genética

con 23 STs diferentes en 25 aislamientos y gran variacion entre los alelos wzi.
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Nuestros resultados sugieren que el test del hilo no es suficiente para analizar la
epidemiologia de las infecciones causadas por cepas hipermucoviscosas de K.
pneumoniae y que son necesarios estudios moleculares complementarios para
identificar los clones virulentos (Li et al., 2014b). Aun asi, el test del hilo es un
buen método de cribado para seleccionar las cepas a las que se debe realizar la
caracterizacion molecular.

Las caracteristicas asociadas a estos clones hipervirulentos se relacionan mas
con el genotipo que con el fenotipo. Un estudio reciente mediante la
secuenciacion del genoma completo de diferentes aislamientos de K.
pneumoniae encuentra diferencias entre los diferentes grupos clonales con el
perfil de multirresistencia y con la hipervirulencia (Bialek-Davenet et al., 2014). En
nuestro estudio solo encontramos resistencia antibidtica entre las cepas
hipermucoviscosas no relacionadas con los clones hipervirulentos. Ademas, los
aislamientos de los serotipos K1 y K2 de nuestro estudio fueron completamente
sensibles coincidiendo con trabajos previos (Chang et al., 2013; Bialek-Davenet
et al., 2014). Estos resultados concuerdan con otro estudio realizado en China
que analizaba cepas hipervirulentas de K. pneumoniae por métodos moleculares
y que no encontrd cepas con resistencia a los antibiéticos (Li et al., 2014b).

En nuestro estudio, el 75% de los pacientes con clones hipervirulentos y
bacteriemia presentaban enfermedades de base. Los pacientes con
enfermedades de base como diabetes mellitus, cancer o insuficiencia renal son
mas propensos a padecer infecciones causadas por K. pneumoniae y por otros
microorganismos. Sin embargo, los pacientes sin enfermedades de base también
pueden padecer bacteriemia asociada a las cepas hipermucoviscosas (Lee et al.,

2010). La mortalidad a los 30 dias de los pacientes con bacteriemia por clones
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hipervirulentos fue superior a la de los otros pacientes coincidiendo con
resultados publicados previamente (Shon et al., 2013).

En paises asiaticos, donde hay mayor prevalencia de estas cepas, los clones
hipervirulentos K1 y K2 se asocian a infecciones comunitarias. Sin embargo, en
nuestro estudio mas de la mitad de las infecciones fueron de origen nosocomial
o relacionadas con la asistencia sanitaria. En Europa, algunos episodios
causados por cepas hipervirulentas K1 y K2 se asociaron con pacientes asiaticos
o con viajeros (Decré et al., 2011). Desafortunadamente, no disponemos de datos
de los pacientes infectados por cepas K1 y K2 sobre viajes previos a estas zonas
asiaticas con alta endemia. Probablemente los pacientes estaban colonizados en
el momento de la hospitalizacion y desarrollaron una infeccion endégena durante
su estancia hospitalaria. De hecho, el foco de estas infecciones fue
principalmente el tracto urinario (pacientes con catéter urinario) y la bacteriemia
relacionada a catéter intravenoso. Aunque no existen muchos estudios de
portadores, se ha descrito la colonizacion del tracto gastrointestinal de personas
sanas por estos clones hipervirulentos (Chung et al., 2012; Lin et al., 2014a). Hay
que destacar que la resistencia a la fagocitosis de los serotipos K1 y K2 les
confiere una ventaja en la colonizacion del tracto gastrointestinal (Lin et al.,
2014a). Un estudio describe un cluster familiar entre 2 miembros de una familia
que presentaron absceso hepatico piogénico y un tercero miembro con
colonizacién gastrointestinal. Las tres personas tenian una cepa de K.
pneumoniae idéntica (ST23 y serotipo K1), lo que sugeriria una transmision

familiar por contacto doméstico (Harada et al., 2011).
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1.3. Relaciobn de las caracteristicas fenotipicas de K.

pneumoniae con los clones hipervirulentos y clasicos

K. pneumoniae es una enterobacteria comensal del tracto gastrointestinal de
personas sanas que como oportunista causa infecciones, especialmente en
pacientes inmunocomprometidos.

A pesar de que la mayoria de infecciones causadas por cepas de K.
pneumoniae en los paises occidentales son debidas a las cepas “clasicas” de
K. pneumoniae, la variante hipermucoviscosa estd emergiendo por todo el
mundo (Shon et al., 2013). El fenotipo hipermucoviscoso confiere unas ventajas
de supervivencia y presenta unos factores de virulencia que hace que estas
cepas sean facilmente reconocibles. Entre los factores de virulencia mejor
estudiados estan la presencia de exopolisacaridos capsulares (CPS) o de
adhesinas que confieren resistencia al suero humano (Podschun et al., 1998).
El CPS est4d ampliamente estudiado en K. pneumoniae mediante el uso de
antisueros, amplificaciéon del cluster del antigeno capsular cps mediante PCR
para determinar el serotipo K y/o la secuenciacion del gen wzi (Brisse et al.,
2004; Brisse et al., 2013).

Las adhesinas juegan un papel esencial en la adhesion inicial de la bacteria a
una superficie requerida, para iniciar la formacién de biopelicula y también para
su posterior desarrollo promoviendo el contacto celular y la agregacion
bacteriana. Estas adhesinas son en su mayoria fimbrias de tipo 1 y de tipo 3.

Aunque no se expresan simultaneamente, la expresion de estos tipos de
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fimbrias en la biopelicula varia en funcién de las condiciones experimentales
(Stahlhut et al., 2012).

En este estudio, hemos caracterizado y comparado diferentes grupos de
aislamientos de K. pneumoniae en funcion del fenotipo hipermucoviscoso 0 no
hipermucoviscoso y de la presencia de los genes asociados al fenotipo
hipermucoviscoso (magA y/o rmpA).

El test de la hipermucoviscosidad mostré que la mucoviscosidad de estas
cepas estaba directamente asociada con la presencia de genes y era mayor en
las cepas con los dos genes (magA y rmpA).

El CPS favorece la formacién de biopelicula, ayudando inicialmente a la
adhesiéon de la biopelicula y favoreciendo méas tarde su maduracion (Hall-
Stoodley et al., 2004).

Estudios previos muestran una asociacion entre el CPS de K. pneumoniae y la
actividad de la anti-biopelicula frente a otros microorganismos, tanto Gram
negativos como Gram positivos. Aunque es un hecho independiente del
serotipo, algunos serotipos como K1, K2, K35 y K52 presentan una actividad
modificada de la adhesion inicial de la bacteria al sustrato y de la posterior
agregacion bacteriana (Goncalves et al., 2014).

De todos modos, se conoce poco sobre la capacidad de K. pneumoniae para
adherirse y formar biopelicula, especialmente en los aislamientos con fenotipo
hipermucoviscoso. Por esta razon, examinamos la capacidad de formar
biopelicula en los diferentes grupos de aislamientos de K. pneumoniae. Se
observo un nivel alto de formacién de biopelicula entre los aislamientos de K.
pneumoniae asociados a abscesos hepaticos piogénicos (PLA) (Wu et al.,

2011). Sin embargo, nuestros resultados no demostraron diferencias
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significativas entre la formacion de biopelicula de los aislamientos que
causaron PLA y los aislamientos de otros origenes, como la neumonia y las
infecciones de tracto urinario o de tracto biliar. Esta diferencia podria ser debida
al bajo numero de aislamientos de PLA con presencia de magA y/o rmpA. En
nuestro estudio no encontramos una asociacion entre la formacion de
biopelicula y la presencia o ausencia del fenotipo hipermucoviscoso ni tampoco
con la presencia de genes magA y/o rmpA. Este hallazgo sugiere que estos
dos genes no estan involucrados en la formacion de biopelicula in vitro.
Recientemente se ha publicado un articulo en el que se asocia la formaciéon de
biopelicula de cepas de K. pneumoniae con el fenotipo hipermucoviscoso del
serotipo K1 con la presencia de tres genes (gInA, sucD y tag) que no afectan la
produccion de capsula o la resistencia al suero. En concordancia con nuestros
estudios, defienden que los genes magA y rmpA de las cepas de K.
pneumoniae hipermucoviscosas no afectan a la formacion de biopelicula
(Kong et al., 2012).

A pesar de no encontrar asociacioén entre el fenotipo hipermucoviscoso y la
formacion de la biopelicula, en nuestro estudio hemos observado variaciones
cuantitativas en la formacion de biopelicula de algunos aislamientos
hipermucoviscosos de K. pneumoniae K1. Esta observaciéon nos llevd a
estudiar la formacién de biopelicula en tubo para analizar la formacion de
biopelicula entre el aire y una superficie liquida. Esta biopelicula flotante que
denominamos biopelicula ALI o pelicula, representa un buen nicho ecolégico ya
que aporta nutrientes desde el medio liquido y oxigeno desde el aire. La
biopelicula ALl se ha descrito previamente en bacterias oportunistas y en

bacterias patégenas como: Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
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aeruginosa, Acinetobacter baumannii, E. coli, Salmonella enterica o Vibrio
cholera (O'Toole et al., 1998; Spiers et al., 2003; Armitano et al., 2014).
También observamos una correlacion entre la formacion de ALI-biopelicula y la
presencia del gen magA, con solo dos aislamientos que no fueron capaces de
generar una pelicula completamente cerrada en la superficie del medio liquido
0 que dejaban una capa de biopelicula muy leve en el centro del tubo. En
nuestro conocimiento, esta es la primera vez que este tipo de biopelicula
flotante se describe asociado a K. pneumoniae con el gen magA. Asi en las
cepas con solo el gen rmpA o sin ningun gen, el porcentaje de formacion de
biopelicula ALI disminuia drasticamente.

La capacidad de adhesion bacteriana es beneficiosa para la formacion de
biopelicula lo que tiene graves consecuencias en la salud publica
contribuyendo a la cronicidad de algunas infecciones (Bjarnsholt, 2013).

Sin embargo, nuestros resultados sugieren una relacién inversa entre la
adhesion y la hipermucoviscosidad. También se observd una menor adhesion
en los aislamientos de K. pneumoniae que presentaban los dos genes (magA y
rmpA). Estos resultados sugieren que la hipermucoviscosidad puede interferir
con la capacidad de la bacteria para adherirse a una superficie sélida in vitro,
probablemente porque la capsula oculte las adhesinas. En los aislamientos no
hipermucoviscosos, la adhesién fue variable lo que sugiere que la capacidad de

adhesion varia de un aislamiento a otro.

La capacidad de las cepas hipermucoviscosas para resistir al suero humano es

otro factor de virulencia importante ya que les permite evadir las defensas del

huésped favoreciendo la invasién. Hay dos posibles hipétesis sobre los
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mecanismos que tienen las bacterias para no ser reconocidas y resistir frente a
la actividad del suero. La primera hipotesis describe la actividad del CPS para
enmascarar el lipopolisacarido (LPS) cambiando la estructura de la superficie
para evadir ser reconocido y evitar asi la activacion del complemento. La
segunda hipotesis esta relacionada con el enmascaramiento de la cadena O
que forma parte del LPS de forma que no queda expuesta en la superficie
(Merino et al., 1992).

En relacion a la resistencia al suero, los niveles mas altos también se
encontraron entre las cepas que tenian los genes magA y/o rmpA. Sin
embargo, en las cepas magA(-)/rmpA(-), ya fuesen del fenotipo
hipermucoviscoso 0 no, se detectd una gran variabilidad en la resistencia al
suero.

No se han encontrado condiciones in vitro que puedan reflejar las condiciones
del huésped humano, por lo que los resultados obtenidos in vitro deben
tomarse con precaucion. En diferentes modelos animales se ha observado que
aunque se utilicen las mismas condiciones in vivo, se pueden obtener
resultados dispares. La falta de un buen modelo animal es un obstaculo para
investigar la patogenicidad de las cepas de K. pneumoniae con fenotipo
hipermucoviscoso asi como la de las cepas resistentes a carbapenémicos

(Diago-Navarro et al., 2014).
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OBJETIVO 2. Caracterizacion de K. pneumoniae productoras de
B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y multirresistentes
en el Hospital Universitario de Bellvitge de Barcelona (2007-

2013)

2.1. Caracterizacion de un brote causado por K. pneumoniae

productora de blaoxa-1

Los patrones de multirresistencia encontrados en K. pneumoniae y en otras
enterobacterias normalmente se encuentran asociados a determinantes de
resistencia que se localizan en la region variable de los integrones. Estos
determinantes de resistencia se pueden transferir de forma horizontal intra e
interespecies (Lévesque et al., 1995; Oteo et al., 2009). Los integrones mas
frecuentes pertenecen a la clase 1 y tienen una estructura incluye dos regiones
conservadas (5'CS y 3'CS) que flanquean la region variable donde se localizan
los casetes genéticos. La gran variabilidad de los casetes génicos genera una
elevada diversidad de resistencia antibiotica. Debido a la facil adquisicion de
los casetes de resistencia y su transferencia bajo diferentes condiciones de
presion antibidtica selectiva, hay muchas combinaciones de genes que
codifican la resistencia antimicrobiana. El uso prolongado de algunos
antimicrobianos podria seleccionar algunos determinantes genéticos de
resistencia y favorecer la aparicién y la persistencia de microorganismos

multirresistentes (Lévesque et al., 1995; Briales et al., 2012).
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En mayo de 2007, se detectd en nuestro hospital un posible brote de infecciones
causadas por una cepa de K. pneumoniae multirresistente (Lévesque et al., 1995;
Cubero et al., 2013c).

Durante los dos afios del periodo estudiado (2007-2009), se aislaron cepas de K.
pneumoniae obtenidas de muestras clinicas que tenian un patrén de
multirresistencia comuan; con resistencia a aminopenicilinas, ureidopenicilinas,
tobramicina, amikacina, ciprofloxacina, amoxicilina/ ac. clavulanico vy
piperacilina/tazobactam. Ademas presentaban sensibilidad disminuida a
cefepime.

La tipificacion molecular detecté un mismo patrén de ECP con secuenciotipo 14
(ST14). Este ST es el fundador del complejo clonal 14 (CC14), originalmente
descrito entre los aislamientos nosocomiales de varios paises (Diancourt et al.,
2005).

Las cepas del serotipo CC14/K2 se han asociado con brotes nosocomiales y
con la diseminacion global de resistencia antibidtica en K. pneumoniae
(Diancourt et al., 2005). Por ejemplo, la cepa epidémica detectada en Hungria
que producia CTX-M-15 y pertenecia al CC14. A este mismo CC pertenecia la
cepa epidémica productora de KPC aislada en varios centros del Medio Oeste
de Estados Unidos (Hrabak et al., 2009). A estos clones epidémicos se les ha
comparado con las cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
pertenecientes al clon USA300 y se les denomind como los “nuevos MRSA”
(Damjanova et al., 2008; Hrabdk et al., 2009). Estos antecedentes justifican la
necesidad de vigilar no sélo las cepas de K. pneumoniae productoras de
BLEEs o de carbapenemasas sino también las otras cepas de K. pneumoniae

multirresistentes (MDR-K. pneumoniae).
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En nuestro estudio todas las cepas epidémicas producian la B-lactamasa OXA-
1. Esta enzima esta ampliamente diseminada en la familia Enterobacteriaceae
y €S una causa muy comun de la resistencia a amoxicilina/ ac. clavulanico
especialmente en E. coli y Salmonella enterica (Machado et al., 2006; Oteo et
al., 2009). En estudios previos de K. pneumoniae aisladas en nuestro hospital,
el gen OXA-1 se habia asociado con la sensibilidad disminuida del cefepime en
E. coli y Pseudomonas aeruginosa. Este hallazgo también se ha observado en
la cepa epidémica (Aubert et al., 2001; Briales et al., 2012).

La resistencia a quinolonas se asoci6é con el gen aac(6’)Ib-cr tanto en las cepas
de K. pneumoniae multirresistentes como en sus transconjugantes. La enzima
aac(6)lb es una enzima modificante de aminoglucésidos que confiere
resistencia a tobramicina y amikacina (Mir6 et al., 2013). La nueva variante de
esta enzima, aac(6’)lb-cr, modifica quinolonas, confiriendo a las cepas de K.
pneumoniae un bajo nivel de resistencia (Briales et al., 2012). Ademas nuestra
cepa epidémica tenia cambios en la region determinante de resistencia a
quinolonas (QRDR) de GyrA (Ser83Tyr) (Damjanova et al., 2008). La mutacién
en GyrA y la presencia de la enzima aac(6’)-lb-cr justifican los niveles de
resistencia a quinolonas observados que son clinicamente relevantes (Briales
et al., 2012).

Los brotes nosocomiales debidos a las enterobacterias multirresistentes
constituyen un serio problema a nivel mundial, debido especialmente a la
diseminacion de cepas productoras de BLEEs o de carbapenemasas (Pefia et al.,
1998; Bradford, 2001; Coelho et al., 2010b; Hendrik et al., 2015). La B-lactamasa
OXA-1 estd ampliamente extendida entre las enterobacterias y se ha descrito en

aislamientos de pacientes hospitalizados, de pacientes con infecciones adquiridas
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en la comunidad e incluso de cepas aisladas en aguas residuales. La amplia
diseminacion del gen blaoxa-1 esta asociada con integrones que frecuentemente
portan ademas otros determinantes como es el caso de la enzima aac(6’)lb, o
BLEEs de la familia blactx-w-1s 0 carbapenemasas (Coelho et al., 2009a).
Ademas, los integrones de clase | que portan los genes blaoxa-1 -aac(6’)Ib-cr en
Su region variable y se han descrito en cepas de E. coli y Salmonella enteritidis
multirresistentes (Brisse et al., 2001, Briales et al., 2012). Aunque las cepas de K.
pneumoniae del CC14 han sido detectadas entre aislamientos productores de
BLEE en Espafia, nuestro estudio describe el primer brote epidémico causado
por una cepa de K. pneumoniae del ST14 y que portaba los genes blaoxa1 y
aac(6")Ib-cr sin produccién de BLEEs (Oteo et al., 2009).

Las cepas multirresistentes del ST14, se han detectado en distintos paises
europeos, Estados Unidos, Tanzania y Argentina (Quiroga et al., 2007; Oteo et
al., 2009; Mshana et al., 2013). La presencia de pacientes colonizados o
infectados por cepas multirresistentes durante un largo periodo supone un riesgo
para la diseminacion en el entorno hospitalario sobre todo en las unidades de alto
riesgo como la UCI. En nuestro estudio K. pneumoniae fue adquirida en la UCI en
mas de un 25% de los pacientes.

La produccion de OXA-1 no confiere resistencias a muchos antibidticos (-
lactdmicos, por lo que plantea un problema menor al de las cepas productoras de
BLEEs. Sin embargo, la presencia de un integron en las K. pneumoniae
productoras de OXA-1, podria favorecer la incorporacion de nuevos
determinantes de resistencia con la consiguiente reduccion de las opciones

terapéuticas.
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2.2. Caracterizacion molecular de un brote causado por K.

pneumoniae productora de blaoxa-as

La resistencia a carbapenémicos en K. pneumoniae es un problema creciente
en el entorno hospitalario que limita el uso terapéutico de este grupo de
antibioticos. Aunque hay varias familias de enzimas con actividad
carbapenemasa, las mas importantes son las KPC (carbapenemasa de clase A
inhibida por acido clavulanico) y las VIM (carbapenemasa de clase B inhibida
por EDTA) (Tzouvelekis et al., 2012). Sin embargo, desde hace unos afos, se
observa un incremento progresivo de otras enzimas. Es el caso de las cepas
de K. pneumoniae productoras de carbapenemasas del tipo OXA-48 (clase D),
que se han asociado con brotes nosocomiales en paises del area
Mediterrdnea. La primera descripcion de estas cepas se realiz6 en Turquia en
el afio 2004 y desde entonces se han diseminando rdpidamente y se ha
detectado la produccion de OXA-48 también en otras especies como E. coli,
Enterobacter cloacae o Citrobacter freundii (Poirel et al., 2004; Carrer et al.,
2010; Potron et al., 2013; Oteo et al., 2014). En nuestro estudio documentamos
un brote debido a la diseminacién de una cepa de K. pneumoniae productora
de la B-lactamasa CTX-M-15y de la carbapenemasa OXA-48. La enzima OXA-
48 se ha descrito en varios clones de K. pneumoniae (ST101, ST11, ST14,
ST15, ST147, ST395 y ST405), distribuidos por Europa y sobre todo por
algunos paises mediterraneos (Pafio-Pardo et al., 2013; Voulgari et al., 2013;
Liapis et al., 2014; Lopez-Cerero et al., 2014; Oteo et al., 2015; Gottig et al.,
2015). Los clones mas prevalentes son ST101, ST11 y ST405. Nuestra cepa

epidémica productora de los dos enzimas (CTX-M-15y OXA-48) era del ST101,
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el cual también se habia detectado en otros paises europeos y mediterraneos,
sugiriendo una diseminacion continental de este clon multirresistente que
todavia no se ha conseguido erradicar (Carrer et al., 2010; Pitart et al., 2011;
Adler et al., 2011; Oteo et al., 2015).

Los pacientes admitidos en nuestro hospital con aislamientos de K.
pneumoniae resistentes a carbapenémicos (KP-RC), compartian algunas
caracteristicas clinicas con otros pacientes admitidos en otros hospitales de
nuestra zona geogréfica, que tenian aislamientos de K. pneumoniae con el
mismo patron de resistencia y causaron brotes epidémicos similares (Carrer et
al., 2010; Pitart et al., 2011; Oteo et al., 2015). Se trataba de pacientes con
enfermedades de base, que habian estado expuestos a una presion antibidtica
que favorecié la infeccion por K. pneumoniae multirresistentes de adquisiciéon
hospitalaria. Estas infecciones se relacionaron con cirugia previa u otros
procedimientos invasivos (como catéter venoso central o catéter urinario).
Aunqgue no se ha publicado ningun estudio de casos y controles, el tratamiento
previo con carbapenémicos se ha identificado como factor de riesgo en varios
estudios (Cuzon et al., 2011). En nuestro estudio, 14 pacientes habian recibido
tratamiento con carbapenémicos previo al aislamiento de las cepas de K.
pneumoniae resistentes a carbapenémicos.

Durante el periodo de estudio (de octubre 2010 a diciembre 2012) se
detectaron cepas de K. pneumoniae que compartian el mismo perfil de ECP,
pero que sin embargo eran sensibles a carbapenémicos. Estas cepas
expresaban la B-lactamasa CTX-M-15 pero no la carbapenemasa OXA-48 y

pertenecian al mismo secuenciotipo (ST101).
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La produccion simultanea de una BLEE y la carbapenemasa OXA-48 en cepas
de K. pneumoniae es frecuente y se asocia a la presencia de plasmidos (Villa
et al., 2014). En nuestro estudio la co-existencia de la cepa resistente a
carbapenémicos y la cepa sensible se explica por la presencia de los genes
blaoxa-4s y blactx-m-15 en elementos moviles o plasmidos independientes. De
hecho, el gen blaoxa-4s se localizé en un plasmido de alrededor de 70kb del tipo
IncL/M, previamente descrito (Carrer et al., 2010; Potron et al., 2013).

Las concentraciones minimas inhibitorias (CMIs) de carbapenémicos de nuestras
cepas de K. pneumoniae productoras de OXA-48 abarcan un amplio rango.
Siguiendo los criterios del EUCAST, las CMIs de los carbapenémicos en estas
cepas oscilaron desde el rango intermedio hasta el resistente, con la excepcion
de 7 aislamientos que tenian una CMI de imipenem de 2 pg/ml. Ademas, todos
nuestros aislamientos presentaban CMIs de ertapenem entre 4 y >32 ug/ml, que
se consideran resistentes. Es bien conocido que las CMIs de ertapenem se
alteran facilmente en aislamientos productores de carbapenemasas y este hecho
se observa en nuestras cepas. Por lo tanto, la resistencia a ertapenem es una
buena alerta microbiolégica para detectar aislamientos productores de
carbapenemasas. Por otro lado, los aislamientos con CMIs elevadas a los
carbapenémicos (por ejemplo, CMI imipenem >32 pug/ml) presentan también
resistencia a cefoxitina, lo que sugiere la presencia de otros mecanismos de
resistencia como la pérdida de porinas (Ardanuy et al., 1998; Queenan et al.,
2007; Pitart et al., 2011).

Las opciones terapéuticas en pacientes infectados por cepas resistentes a
carbapenémicos son limitadas en nuestro estudio y los clinicos a menudo

deben recurrir a antibiéticos con mayor toxicidad, como la colistina que en
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nuestro estudio se uso satisfactoriamente en 4 pacientes (O'Brien et al., 2011;
Tasina et al., 2011). Las B-lactamasas de la familia OXA se inhiben mal por los
inhibidores de B-lactamasas, por lo que, las combinaciones de B-lactamicos
con inhibidores de B-lactamasas no pueden ser utilizadas en la clinica
(Falagas et al., 2011). Otros antibi6ticos B-lactamicos como el aztreonam y las
cefalosporinas de espectro extendido son tedricamente Utiles en infecciones
causadas por cepas productoras de OXA-48, aunque la asociacion con CTX-M-
15 en nuestro brote excluy6 su uso en nuestros pacientes (O'Brien et al., 2011).
Hay una experiencia limitada en cuanto al uso de la tigeciclina, la cual parece
tener baja efectividad en el tratamiento de las infecciones causadas por cepas
de K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos (Falagas et al., 2011). En
nuestra experiencia este antibiético fue efectivo en 5 de 7 pacientes que se
curaron con tigeciclina, aunque en tres casos el antibiotico fue acompafiado de
drenaje quirargico del absceso. Otros dos pacientes tratados con tigeciclina
murieron, en un caso la muerte no estuvo relacionada con la infeccion mientras
que el otro fallecié debido a un shock séptico. El uso de carbapenémicos para
el tratamiento de infecciones causadas por enterobacterias productoras de
OXA-48 con CMIs de carbapenémicos en el rango intermedio de resistencia es
un tema que genera controversia. En un brote descrito recientemente, algunos
casos esporadicos se trataron con carbapenémicos sin obtener buenos
resultados, aunque es cierto que la informacion respecto a este tratamiento es
muy limitada (Pogue et al., 2011). En nuestro estudio, 4 pacientes con
infecciones causadas por K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos
recibieron tratamiento con carbapenémicos (casos en los cuales la cepa

presentaba una sensibilidad intermedia frente al carbapenémico seleccionado
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como tratamiento), mientras que en 2 de ellos el carbapenémico se asocid con
otro antibiético (amikacina o fosfomicina). En estos casos el efecto del inéculo
es probablemente una variable importante que pudiese explicar el resultado
favorable obtenido en estos pacientes (O'Brien et al.,, 2011). La probable
utilidad de la infusion continua no se probd entre nuestros pacientes a pesar de

estar descrita previamente (Patel et al., 2008).

Comentario final

En este trabajo se ha mostrado que Klebsiella pneumoniae es un importante
patbgeno nosocomial y comunitario causante de infecciones urinarias,
abdominales y respiratorias. Las cepas clinicas que causan bacteriemia
presentan una elevada variabilidad genética, sin embargo se han identificado
algunos clones mayoritarios. Entre ellos, algunos agrupan a las cepas
hipervirulentas y otros a las cepas multirresistentes. Los factores de virulencia
son diversos en este género bacteriano algunos se relacionan con
determinados genotipos y otros muestran mayor diversidad. K. pneumoniae es
capaz de formar diferentes tipos de biopeliculas y de resistir a la actividad
bactericida del suero humano. La presencia de elementos genéticos méviles se
asocia con la resistencia a los antibiéticos B-lactamicos y a otros grupos de
antibioticos como las quinolonas y los aminoglucoésidos. Los determinantes de
virulencia y la resistencia antibiética son dos factores importantes que marcan

las infecciones causadas por este género bacteriano.
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. Las cepas de K. pneumoniae que causan bacteriemia son
genéticamente diversas con independencia del foco de infeccion y de la
adquisicién intra o extrahospitalaria.

. La bacteriemia por K. pneumoniae aparece en pacientes con
enfermedades de base. Los focos principales de la bacteriemia
extrahospitalaria son urinario y biliar, mientras que en la nosocomial es
la bacteriemia asociada a catéter.

. La bacteriemia causada por clones hipervirulentos de K. pneumoniae
(CC23K1, CC86K2, CC6B5K2 y CC380K2) es muy poco frecuente en

nuestra area geografica.

. El test de la hipermucoviscosidad (string test) es un buen método de
cribado, pero es insuficiente para detectar los clones hipervirulentos. Los
estudios moleculares (PCR de magA y rmpA) son necesarios para
confirmar la hipervirulencia.

. La bacteriemia por clones hipervirulentos se asocia a infecciones
comunitarias y nosocomiales, siendo los focos principales el absceso
pidgeno hepatico y la neumonia.

. Las cepas hipervirulentas K1/K2 de K. pneumoniae presentan mayor
hipermucoviscosidad, mayor resistencia al suero y mayor produccion de
biopelicula aire-liquido.

. La adhesion a superficie sélida es mas rapida en las cepas
hipermucoviscosas no K1/K2 que en las cepas clasicas o en las

hipervirulentas.

149



CONCLUSIONES

8. La diseminacion de una cepa de K. pneumoniae del ST14, productora de

10.

150

una B-lactamasa tipo OXA-1, caus6 un brote de infecciones
nosocomiales en el Hospital Universitari de Bellvitge. La multirresistencia
antibiética de esta cepa se debid a la presencia de un integréon de clase |
que albergaba los genes blaoxa-1 y aac(6’)Ib-cr.

La propagacion de la cepa de K. pneumoniae ST101 productora de
CTX-M-15 y OXA-48 fue la causa del aumento de resistencia a
carbapenémicos en el periodo (2010-2012).

La pérdida del plasmido que alberga la OXA-48 explica el aislamiento

simultdineo de cepas isogénicas sensibles a carbapenémicos.
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Summary. Multi-drug resistant Klebsiella pneumoniae isolates are associated with nosocomial infections, in which colonized
patients act as a reservoir and source of cross-infection for other patients. In this study, the antimicrobial susceptibility of K.
pneumoniae was tested by microdilution using the commercial method MicroScan (Siemens). The genetic relatedness of K.
pneumoniae strains was determined by pulsed field gel electrophoresis (PFGE) and multilocus sequence typing (MLST). PCR
experiments were carried out to obtain primer sets and positive PCR products were purified and sequenced. From May 2007
until December 2009, 98 clonally related K. pneumoniae isolates were detected from clinical samples of 38 patients admitted
to the University Hospital of Bellvitge, Barcelona, Spain, including 27 admitted to the intensive care unit (ICU). The most
important sources of the isolates were: lower respiratory tract (n = 12), urine (n = 12), and blood (n = 11). The strains were
resistant to amoxicillin/clavulanic acid, piperacillin/tazobactam, tobramycin, amikacin, and ciprofloxacin, and had diminished
susceptibility to cefepime. All the isolates shared a common PFGE pattern related to sequence type 14 after MLST analysis.
In K. pneumoniae isolates and their transconjugants, the bla,,, = gene was located in the variable region of a class I integron
that also contains the aac(6')Ib-cr gene. Sequencing of the quinolone resistance determinant regions of gyr4 and parC revealed
a S83F change in GyrA and no changes in ParC. [Int Microbiol 2013; 16(4):227-233]

Keywords: Klebsiella pneumoniae - sequence type ST14 - gene blaOXA-1 - integrons - nosocomial outbreaks

drug resistant isolates are associated with nosocomial infections,
with colonized patients acting as a reservoir and source of

Introduction

Klebsiella pneumoniae is a human pathogen that often colonizes cross-infection for other 'patlents [3’1§]‘ However, the genetic
elements that encode resistance, especially betalactamases, are
now spreading outside the hospital setting such that resistant

isolates may also be recovered from patients with community-

the skin and mucosae of hospitalized patients, producing
respiratory and urinary tract infections and bacteremia. Multi-

acquired infections [6]. The virulence of K. pneumoniae
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strains is related to several bacterial factors, including the
polysaccharidic capsule, lipopolysaccharide, iron scavenging
systems, and fimbrial and non-fimbrial adhesins [6]. While
isolates causing severe community-acquired infections are
usually associated with a restricted number of K. pneumoniae
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serotypes and clones, nosocomial isolates are highly diverse,
suggesting that the bacterium is an opportunistic pathogen.
Since the clonal complex is a good predictor of the virulence
of K. pneumoniae isolates, the use of multilocus sequence
typing (MLST) of the strains would improve investigations of
nosocomial outbreaks [8].

Multidrug resistance patterns of K. pneumoniae and other
enterobacteria are usually associated with the most frequently
occurring integrons, those of class I, which carry different
resistance determinants in the variable region and can be
horizontally transferred intra- and inter-species [11,15]. The
structure of class I integrons includes two conserved regions,
5°CS and 3°CS, that flank the gene cassette. The 5°CS
conserved segment contains a gene coding for an integrase
(intl), a recombination site (attl), and a promoter of the
gene cassette. The 3'CS conserved segment contains the
qacEAI and sull genes, which confer resistance to quaternary
ammonium compounds and sulfamethoxazole, respectively
[11]. The variable region of the integrons is located between
these two conserved segments and integrates the resistance
genes. The variability of the gene cassettes causes the high
diversity of antibiotic resistance [4,11]. Because of the easy
bacterial acquisition of gene cassettes and their exchanges
under different pressure conditions, many antibiotic resistance
combinations are possible. The prolonged use of certain
antibiotics also aids in the selection of certain resistance
elements and promotes the persistence of multidrug-resistant
(MDR) bacteria [4,11].

In our hospital, an active surveillance program against MDR
K. pneumoniae started in 1993, after a nosocomial outbreak.
Resistance was ascribed to extended-spectrum betalactamase
(ESBL)-producing K. pneumoniae [16]. In May 2007, a possible
new MDR strain of K. pneumoniae was isolated from a patient
admitted to the intensive care unit (ICU). This strain spread in
the following years, causing clustered infections throughout the
hospital. Here we describe and characterize the K. pneumoniae
isolates obtained during the subsequent surveillance program.

Materials and methods

Study design and sampling. The present study was performed at the
Hospital Universitari de Bellvitge, L’Hospitalet de Llobregat (Barcelona),
Spain, a university teaching hospital for adults, with an average yearly admission
of 26,000 patients. The hospital has three 12-bed medical-surgical ICUs. The
surveillance of MDR K. pneumoniae began in May 2007, after the detection
of several MDR non-ESBL K. pneumoniae isolates, and continued until
December 2009. Clinical charts of patients were reviewed and assessment
was determined using previously described methods [16]. Clinical samples
collected within a month of each other from the same patient and that yielded

Int Microbiol

Fig 1. Double disk synergy test of OXA-1-producing Klebsiella
pneumoniae. AMP: ampicillin; TIC: ticarcillin; CFO: cefoxitin: NAL:
nalidixic acid; AZT: aztreonam; CAZ: ceftazidime; CXM: cefuroxime;
CIPR: ciprofloxacin; CTX: cefotaxime; AMC: amoxicillin/clavulanic
acid; FO: fosfomycin; NI: nitrofurantoin; IMI: imipenem; FEP:
cefepime; GEN: gentamicin; SXT: trimethoprim-sulfamethoxazole.
There are synergy of FEP and CTX with AMC.

isolates were considered as representative of different episodes. The isolation
of K. pneumoniae from a patient without related signs or symptoms of infection
was considered as a colonization. When K. pneumoniae was detected from a
patient during an ICU stay or during the first week after ICU discharge, the
infection was considered to be ICU-acquired. All other K. pneumoniae cases
were considered as non-ICU-acquired.

Antimicrobial susceptibility and molecular typing.
Antimicrobial susceptibility was tested by microdilution using a commercial
method MicroScan (Siemens). The multidrug resistance pattern was assessed
by the disk diffusion method. The presence of an ESBL was screened by disk
diffusion (Fig. 1) [1]. The genetic relatedness of K. pneumoniae strains was
tested by pulsed field gel electrophoresis (PFGE). The entire DNA content was
digested with Xbal. DNA-band analysis was performed by visual inspection
following the criteria described by Tenover [ 18]. Strains differing in three or less
bands were considered subtypes. Seven isolates were selected for multilocus
sequence typing (MLST): two isolates with a common PFGE pattern (one
isolated in August 2007 and the other in 2008) and one of each PFGE subtype
pattern. MLST was performed following Protocol 2, which recommends
universal sequencing primers, as described on the MLST web site of the Institut
Pasteur [http://www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mlst/Kpneumoniae.
html]. The allele’s number and sequence type (ST) were assigned according to
the recommendations of this web site.

Characterization of the multidrug resistance pattern.
Isoelectric focusing of crude extracts was performed in accordance with
previous procedures [1]. Strains of K. pneumoniae or their transconjugants
were grown for 4 h in lysogeny broth (LB). The cells were then harvested by
centrifugation, resuspended in distilled water, and sonicated. The resulting
extracts were purified by ultracentrifugation. Isoelectric focusing was
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Table 1. Primers used in this study
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Gene Primer Size PCR Ref.
product

blag,, SHV fw S'CTTTATCGGCCCTCACTCAA3’ 273 bp [9]
SHV rev 5’AGGTGCTCATCATGGGAAAG3'

bla,,, TEM fw 5'CGCCGCATACACTATTCTCAGAATGA3’ 445 bp [9]
TEM rev 5’ACGCTCACCCGCTCCAGATTTAT3’

bla., CTX-M fw 5S’ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC3' 593 bp [9]
CTX-M rev S'TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG3’

bla, OXA fw 5’ACACAATACATATCAACTTCGC3' 813 bp [9]
OXA rev S’AGTGTGTTTAGAATGGTGATC3’

aac(6’) aac(6’)-la S'TAATTGCTGCATTCCGC3' 654 bp [11]
aac(6’)-Ib S'TGTGACGGAATCGTTGC3'
5'CS 5S'GGCATCCAAGCAGCAAG3’ Variable [11]
3'CS 5S’AAGCAGACTTGACCTGA3’ Variable [11]
IntI1-F 5S'GGTCAAGGATCTGGATTTCG3' Variable [12]
IntI1-R 5S’ACATGCGTGTAAATCATCGTC3' Variable
sull S'TGAAGGTTCGACAGCAC3’ Variable [11]

parC parC-up 5S'CTGAATGCCAGCGCCAAATT3’ 319 pb [5]
parC-dn S'TGCGGTGGAATATCGGTCGC3’

ayrd gyrA-up 5'CGCGTACTATACGCCATGAACGTA3’ 589 pb [5]
gyrA-dn 5S’ACCGTTGATCACTTCGGTCAGG3'

performed using the PhastSystem apparatus and polyacrylamide gels with
a pH range of 3-9. The gels were then stained with 500 mg nitrocefin/ml,
and the isoelectric points (pIs) were obtained by comparison with a set of
different betalactamases of known pls.

Conjugation. These experiments were performed in LB using
Escherichia coli J53-2 (rifampicin MIC > 100 pg/ml) as recipient.
Transconjugants were selected in trypticase soy agar plates containing
both rifampicin (100 pg/ml) and tobramycin (16 pg /ml) and tested for
antimicrobial susceptibility by disk diffusion and microdilution.

PCRs and characterization of integrons. A multiplex PCR
assay, which includes detection of the TEM, SHV, OXA, CTX-M9 and
CTX-M10 families of betalactamases, was used to characterize the
betalactamase gene family members carried in K. pneumoniae strains
and their transconjugants [9]. PCR experiments were repeated separately
for primer sets that yielded a positive result and the PCR products were
purified and sequenced (Table 1).

Characterization of ciprofloxacin resistance. Quinolone-
resistance-determining regions (QRDR) of GyrA and ParC were amplified
and sequenced using the primers and conditions described previously
[5]. A PCR assay was performed to detect the presence of the aac(6’)-
Ib-cr gene. The PCR products were sequenced to detect the quinolone-
modifying variant of this enzyme. The detection of class I integrons and the

characterization of their variable region were carried out using previously
described procedures (Table 1) [11].

Results and Discussion

Description of the outbreak. During the study period
(2007-2009), 366 K. pneumoniae strains were isolated from
222 patients. Of these, 98 isolates obtained from the clinical
samples of 38 patients shared a multidrug resistance pattern
(see below). The mean age of the patients was 60.0 (SD +18.4;
range 19-85 years), and 23 patients (60.5 %) were men. Among
the 38 patients studied, the infectious episodes in order of
frequency were respiratory tract infection (bronchial aspirate, 7;
bronchoalveolar lavage, 3; and tracheal aspirate, 1), bacteremia
(9), and urinary tract infection (8). In the remaining ten patients,
the isolates were collected from catheter-related samples (4),
abdominal samples (3), wounds (2) and cerebrospinal fluid (1).

Klebsiella pneumoniae infection was acquired in the ICU
in 27 patients. Figure 2 shows the temporal detection pattern in
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Fig. 2. Temporal distribution of newly admitted patients infected with Klebsiella pneumoniae. Striped bars
represent patients with ICU-acquired K. pneumoniae, and black bars those patients with non-ICU-acquired

K. pneumoniae.

newly admitted patients with clonally related K. pneumoniae
infection over the study period.

Antibiotic susceptibility, molecular typing,
and virulence profile. The isolates showed resistance to
aminopenicillins, ureidopenicillins, amoxicillin/clavulanic acid,
and piperacillin/tazobactam, and diminished susceptibility to
cefepime (MIC range 2—4 ng/ml). They also showed resistance
to tobramycin, amikacin, and ciprofloxacin (Table 2).

A common PFGE pattern with five different subtypes was
observed in all K. pneumoniae strains analyzed. This pattern
was different from those determined in other MDR and non-
MDR K. pneumoniae strains isolated in the same period (Fig.
3) and was associated with ST14, as confirmed by MLST of
seven representative strains (allelic profile: gapA 1, infB 6,
mdh 1, pgi 1, phoE 1, rpoB 1, and tonB 1). This ST is the
founder of clonal complex 14 (CC14), originally described
as nosocomial, which has been detected in many countries
[8]. The CC14/K2 clone is associated with reduced lethality
in mice, most probably because of the absence of virulence
determinants [6].

CC14/K2 strains have been implicated in nosocomial
outbreaks related to the global spread of antibiotic
resistance [8]. For instance, the Hungarian epidemic clone
producing CTX-M-15 belongs to CC14, as does an epidemic
carbapenemase-producing clone isolated in various facilities
in the Midwestern United States [10]. These epidemic clones,

in analogy to methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) USA300, have been called the “new MRSAs” [7].
However, our results highlight the need for surveillance of
all MDR K. pneumoniae strains, not only those that produce
carbapenemase or ESBL.

Characterization of resistance mechanisms. All
strains were PCR-positive for the bla
blaOXA-l
betalactamase produced a band with a pl of 7.3. This enzyme

is widely disseminated in Enterobacteriaceae and is a common

oxa Z€ne, identified as

after sequencing. On isoelectric focusing, the OXA-1

cause of amoxicillin/clavulanic acid resistance, especially
in E. coli and Salmonella enterica [12,15]. OXA-1 has also
been associated with diminished susceptibility to cefepime
in E. coli and Pseudomonas aeruginosa [2,4]. The transfer
of this betalactamase by conjugation in E. coli J53-2 yielded
transconjugants that also exhibited the MDR pattern, with
the exception of ciprofloxacin MIC, in which resistance was
diminished in the recipient strain (Table 2). PCR followed by
sequencing confirmed the presence of the aac(6°)Ib-cr gene in
both MDR K. pneumoniae strains and their transconjugants.
The resistance to tobramycin and amikacin was due to aac(6)Ib,
encoding an aminoglycoside-modifying enzyme [14]. A new
variant of this enzyme, encoded by aac(6’)Ib-cr, has been
recently shown to modify quinolones, thus conferring a low
level of resistance [4]. QRDR sequencing of GyrA and ParC
identified a S83F substitution in GyrA [7]. The presence of a
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Table 2. Minimal inhibitory concentration to several antimicrobials of Klebsiella

pneumoniae strain and its transconjugants

K. pneumoniae strain 8260

K. pneumoniae strain 8260 TC1

Antimicrobial MIC (pg/ml) MIC (pg/ml)
Ampicillin >32 >32
Piperacillin >128 >128
Ticarcillin >128 >128
Amox/

clavulanic >32/16 >32/16
Piper/

tazobactam 32 32
Cefuroxime 16 16
Cefotaxime <2 <2
Ceftacidime <1 <1
Cefepime 2 2
Aztreonam <1 <1
Imipenem <2 <2
Gentamicin <4 <4
Tobramycin >16 >16
Amikacin 32 32
Cotrimoxazole >4/76 >4/76
Ciprofloxacin 2 0.5

GyrA mutation in the strain described here supports the role of
the enzyme encoded by aac(6')-Ib-cr in achieving clinically
relevant resistance levels to quinolones, by selection of
mutations in QRDR (Table 1) [4]. Since bla,, ,
integron-located, specific amplifications of antibiotic resistance

is usually

genes and integron-specific primers were performed (Table 3).
These amplifications suggested the presence of a class I integron
whose variable region contained two resistance genes: aac(6°)
Ib-cr in the first part of the cassette and bla , | in the second.
Nosocomial outbreaks due to MDR enterobacteria have
become a serious problem worldwide, especially given the
spread of ESBL- or carbapenemase-producing strains [3,16].
The OXA-1 betalactamase is widespread among enterobacteria
and it has been described in isolates from hospitalized
patients, from patients with community-acquired infections,
and from sewage. The widespread distribution of the bla,,
gene is associated with integrons that frequently carry other
determinants, such as aac(6')Ib, ESBLs of the CTX-M family,
and carbapenemases. Moreover, class I integrons harboring

* * * m
LR B B W A

..... 0

--‘--
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Fig. 3. PFGE patterns of OXA-1-producing Klebsiella pneumoniae isolates
after restriction with Xbal. Asterisks (*) indicate contemporary non-clonally
related K. pneumoniae strains. m: molecular weight marker.
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Table 3. Results of PCR reactions performed to characterize the class I integron

Primer combination

Size of amplified fragment*

5'CS and 3°CS

aac 6'Ib-cr-fw and OXA-rev
OXA-fw and aac 6'Ib-cr-rev
5'CS and aac 6'Ib-cr-rev
OXA-fw and 3°'CS

Intl-fw and aac 6'Ib-cr-rev

OXA-fw and Sul3

2 kb
1655 pb
No amplification
500 pb
700 pb
2,3 kb

500 pb

“Size is approximate

bla,, -aac(6’)Ib-cr in the variable region are frequently
described in MDR E. coli and Salmonella enteritidis isolates
[4,5]. Klebsiella pneumoniae strains of this CC14 have been
detected among ESBL-producing isolates in Spain; however,
to the best of our knowledge, ours is the first report of clustered
infections caused by a non-ESBL-producing K. pneumoniae
strain harboring bla,, , and aac(6’)Ib-cr. Moreover, the
strain belonged to ST14 and was detected in a hospital setting
in Spain [15]. In our studies of other non-MDR non-ESBL-
producing K. pneumoniae strains we noted the high variability
of these strains, a product of their multiclonality. In addition,
the MDR strain belonged to ST14, which has been detected in
European countries and in Tanzania, and Argentina [13,15,17].
The detection of these MDR strains in the community is a
matter of concern because, in the clinical setting, the prolonged
hospitalization of a colonized or infected patient in a high risk
unit such as the ICU may allow their spread. These strains are
not resistant to the majority of betalactam antibiotics used in
clinical practice, and the problem is not as widespread as in
the case of ESBL; however, since this multiresistance pattern
is integron-located, new resistance determinants could be
incorporated that threaten the effectiveness of the therapeutic
options currently in use.
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Abstract

coexisted during the outbreak.

Background: In this study we describe the clinical and molecular characteristics of an outbreak due to
carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae (CR-KP) producing CTX-M-15 and OXA-48 carbapenemase. Isogenic
strains, carbapenem-susceptible K. pneumoniae (CS-KP) producing CTX-M-15, were also involved in the outbreak.

Results: From October 2010 to December 2012 a total of 62 CR-KP and 23 CS-KP were isolated from clinical
samples of 42 patients (22 had resistant isolates, 14 had susceptible isolates, and 6 had both CR and CS isolates).
All patients had underlying diseases and 17 of them (14 patients with CR-KP and 3 with CS-KP) had received
carbapenems previously. The range of carbapenem MICs for total isolates were: imipenem: 2 to >32 ug/ml

vs. <2 pug/ml; meropenem: 4 to >32 pg/ml vs. <2 ug/ml; and ertapenem: 8 to >32 pg/ml vs. <2 pg/ml. All the
isolates were also resistant to gentamicin, ciprofloxacin, and cotrimoxazole. Both types of isolates shared a
common PFGE pattern associated with the multilocus sequence type 101 (ST101). The blacrxm.15 gene was
detected in all the isolates, whereas the blagya 4g gene was only detected in CR-KP isolates on a 70 kb plasmid.

Conclusions: The clonal spread of K. pneumoniae ST101 expressing the OXA-48 and CTX-M-15 beta-lactamases
was the cause of an outbreak of CR-KP infections. CTX-M-15-producing isolates lacking the blagya ag gene

Background

Nosocomial outbreaks due to multidrug-resistant enter-
obacteria have become a serious problem worldwide,
especially due to the spread of extended spectrum beta-
lactamase (ESBL)-producing strains and to the posterior
emergence of carbapenemases [1]. In Europe, carbapenem
resistance among K. pneumoniae isolates is related to the
presence of multidrug-resistant isolates producing beta-
lactamases belonging to the KPC, VIM, or OXA-48 fam-
ilies, making the treatment of infections difficult due to
these microorganisms [1].

* Correspondence: cardanuy@bellvitgehospital.cat

'Department of Microbiology, Hospital Universitari de Bellvitge, University of
Barcelona-IDIBELL, Barcelona, Spain

Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades Respiratorias
(CIBERES), Instituto de Salud Carlos Ill, Madrid, Spain

Full list of author information is available at the end of the article

( BioMed Central

In Spain, carbapenem-resistant K. pneumoniae (CR-KP)
strains have been described sporadically due to production
of VIM-type enzymes and, more recently, OXA-48 [2, 3].
In addition, after whole genome sequencing of a ST101
OXA-48-producing K. pneumoniae, revealed that the
blaoxa.as gene was recently found in IncL/M plasmids
previously described [4, 5].

In our hospital, a tertiary teaching hospital in Spain, an
active surveillance program for ESBL- and carbapenemase-
producing enterobacteria has been ongoing since the 1990s
[6]. In this study we describe the clinical and molecular
epidemiology of a nosocomial outbreak due to a K pneu-
moniae clone producing CTX-M-15 and OXA-48. Interest-
ingly, isogenic K. pneumoniae isolates producing the
CTX-M-15 enzyme but lacking the blaoxa.4s gene
were also detected during the same period of time.

© 2015 Cubero et al. Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
International License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a

link to the Creative Commons license, and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain
Dedication waiver (http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this

article, unless otherwise stated.
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Methods

Ethics statement

This study was approved by the Clinical Research Ethics
Committee of Bellvitge University Hospital (PR334/14).
Written informed consent was not necessary for this
retrospective study as it was part of our standard micro-
biological routine. Patient data were anonymized for
the purposes of this analysis, and all confidential pa-
tient information was protected in accordance with
Spanish law.

Hospital setting

The study was carried out in the Hospital Universitari
de Bellvitge, a 900-bed university teaching hospital for
adult patients in Barcelona (Spain) that provides medical
and surgical care in all areas except pediatrics, obstetrics,
and burns. The hospital serves an area of 600,000 inhab-
itants and admits an average of 24,000 patients per year.

Bacterial isolates and clinical data collection

This retrospective study was initially designed to identify
CR-KP isolates, although the results obtained drew our
attention to the importance of CS-KP present during the
same period. Computerized clinical charts of patients
with CR-KP or their clonally related CS-KP isolates were
retrospectively reviewed in order to collect clinically
relevant data: demographics, clinical features, treat-
ments, and outcomes. From October 2010 to December
2012, all CR-KP and CS-KP isolates were selected from
clinical samples.

The clinical relevance assessment was determined in
accordance with the CDC/NHSN surveillance definition
of health care-associated infection in patients with sam-
ples from any body site positive for CR-KP, but without
related signs or symptoms of infection. In those cases,
patients were considered to be colonized [7].

Antimicrobial susceptibility testing and molecular typing
Antimicrobial susceptibility was tested by microdilution
using the commercial method MicroScan® (Siemens, USA).

The presence of carbapenemases was tested by the
double-disk synergy test between disks containing car-
bapenems and disks with amoxicillin/clavulanic acid,
EDTA, and boronic acid.

The MICs of different antimicrobials were interpreted
using the new EUCAST breakpoints valid from 2015
(http://www.eucast.org/clinical_breakpoints/): imipenem
(IPM): susceptible, MIC <2 pg/ml and resistant, MIC >
8 pg/ml; meropenem (MEM): susceptible, MIC <2 pg/
ml and resistant, MIC > 8 pg/ml; ertapenem: susceptible,
MIC <0.5 pg/ml and resistant, MIC > 1 pg/ml; gentami-
cin (GEN): susceptible, MIC < 2 pg/ml and resistant, MIC >
4 pg/ml; amikacin (AMK): susceptible MIC <8 pg/ml and
resistant, MIC > 16 pg/ml; trimethoprim-sulfamethoxazole

Page 2 of 8

(SXT): susceptible, MIC<2 pg/ml and resistant, MIC
>4 ug/ml; and ciprofloxacin (CIP): susceptible, MIC
<0.5 pg/ml and resistant, MIC > 1 pg/ml.

The genetic relatedness of all multidrug-resistant K.
pneumoniae isolates was tested by pulsed field gel elec-
trophoresis (PFGE) of chromosomal DNA after restric-
tion with Xbal. Band patterns were analyzed by visual
inspection following the criteria described by Tenover
et al. [8]. Strains differing in 3 or less bands were con-
sidered subtypes. Isolates from the different PFGE sub-
types were selected for multi-locus sequence typing
(MLST). MLST was performed as described on the MLST
website of the Institute Pasteur: http://bigsdb.web.pas
teur.fr/klebsiella/klebsiella.html. The allele number and se-
quence type (ST) were assigned using this MLST website.

Characterization of the multidrug-resistance pattern
Beta-lactamase characterization

A multiplex PCR assay described by Fang et al., which
includes detection of blagxa, blactx.m, blatenm, and
blasyy, was used for beta-lactamase detection in all K
pneumoniae isolates [9]. For CTX-M enzymes a second
PCR was performed to discriminate between blactx.no
group, blactx.m.10 group, and blactx.1 group [10].
Other carbapenemase genes were detected by PCR
amplification following previously published proce-
dures: class A carbapenemases (KPC, IMI, NMC, GES)
[11], metallo-beta-lactamases (IMP-1, IMP-2, VIM-1,
VIM-2, GIM, SIM, SPM) [11], and the oxacillinase
(OXA-48) [12]. PCR products were purified and se-
quenced in both strands using the amplification
primers at Macrogen Inc. (Korea).

Plasmid analysis

Plasmid analysis and location of the genetic support of
the OXA-48 carbapenemase were performed. Plasmid
DNA from two CR-KP and two CS-KP clinical isolates
was extracted using the GeneJET plasmid miniprep kit
(Thermo Scientific), and was analyzed by electrophoresis
on 0.7 % agarose gels. Plasmid size was determined by
comparison with those from the standard strains
Escherichia coli NCTC 50193 (CECT678) and NCTC
59192 (CECT679), ranging in size from 163.3 to 2 kb.
The K. pneumoniae 7680 strain, containing a plasmid
with the blaoxa.4s gene, was used as a positive control.
Escherichia coli strains CECT678 and CECT679 were
used as molecular weight markers (http://www.strai
ninfo.net). CECT678 contains natural plasmids of
54.38 kb, 7.30 kb, 5.56 kb, 5.14 kb, 3.98 kb, 3.08 kb,
2.71 kb, and 2.06 kb; CECT679 contains plasmids of
154 kb, 66.2 kb, 37.6 kb, and 7.4 kb [13]. To locate the
blaoxa.4s gene, gels with plasmid DNA were trans-
ferred to a nylon membrane by the Southern technique
and hybridized with a PCR-generated OXA-48 probe,
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labeled with dUTP-digoxigenin. Detection of hybrids
was done using an antidigoxigenin antibody coupled to
alkaline phosphatase following the manufacturer’s indi-
cations (Roche Diagnostics).

Results

Outbreak description

The first isolation of the carbapenem-resistant Klebsiella
pneumoniae (CR-KP) occurred in late October 2010, in
a patient who developed a surgical site infection (intra-
abdominal abscess) due to a complication during surgery
for colon cancer. A total of 62 CR-KP isolates were ob-
tained from 28 hospitalized patients from October 2010
to December 2012. The outbreak was initially restricted
to the Digestive Surgery Unit but it was subsequently
spread throughout the Intensive Care Unit (ICU). A
total of 42.85 % of infected patients were detected in
the period January-April 2011 (maximum peak of inci-
dence) (Fig. 1).

During a routine control of ESBL-producing K. pneu-
moniae by molecular typing (PFGE) we also detected
some carbapenem-susceptible K. pneumoniae (CS-KP)
isolates, all of them with the same PFGE pattern as the
CR-KP epidemic strain (denominated PFGE-1). The
ESBL-CS-KP strains were isolated from February 2011
to May 2012 in 23 clinical samples from 14 patients,
whereas the non-ESBL-CS-KP isolates were mainly
detected between July and November 2011 (50 % of
the isolates identified in 7 patients). However, their
carbapenem-resistant counterparts were present until
the end of the study period. Thereafter, a gradual de-
crease in new cases of CR-KP with the same PFGE
pattern was detected in relation to general control
measures implemented during the third trimester of
2011.
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Throughout the whole period, six patients had CR-KP
and CS-KP isolates in different clinical samples (1 =26
isolates). In four of these patients the resistant CR-KP
isolates preceded the susceptible CS-KP one. In Fig. 1 a
single isolate is represented for each patient; patients
with both CR-KP and CS-KP isolates are represented
just once as presenting the CR-KP isolate.

The clinical timelines for the 28 patients with isolation
of CR-KP (22 CR-KP and 6 with both isolate types) are
shown in Fig. 2. Fourteen of the patients with CR-KP
isolates had previously received carbapenems (marked
with a star). Most patients with CR-KP isolates were ad-
mitted to ICU and surgical wards.

Clinical characteristics, therapy, and outcomes

Table 1 shows the clinical characteristics and demographics
of patients with clinical samples yielding CR-KP or CS-KP.
Patients with both strains (CR- and CS-KP) were analyzed
only in the group of CR-KP isolates. Overall, there were no
differences in terms of demographics, site of isolation, or
comorbid conditions.

Prior antibiotic therapy was more frequent among
patients with CR-KP (28/28 vs. 11/14; p=0.032) and
especially involved carbapenems, although the difference
in this latter respect did not reach statistical significance
(14/28 vs. 3/14; p = 0.102).

Twenty out of 28 patients with clinical CR-KP samples
were considered to have an infection due to this micro-
organism. Of these, 19 received antibiotic treatment (as
well as other adjunctive therapies in some cases), which
in 17 cases was considered appropriate according to the
susceptibility test: tigecycline (n=7, one of them in
combination with AMK), carbapenems other than erta-
penem (n =4, in which cases the bacteria exhibited an
intermediate sensitivity to the carbapenem selected, one

25
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of them in combination with AMK), colistin (1 =4),
AMK (n=1), and fosfomycin (FOF) (n=1). Twelve of
these 17 patients (70.58 %) recovered after treatment,
while the other five died (three of them probably related
to the CR-KP infection). The remaining three patients
did not receive appropriate antimicrobial therapy: one
patient treated with amoxicillin/clavulanic acid (AMC)
survived, another treated with piperacillin/tazobactam
(TZP) died due to a septic shock related to CR-KP, and
the third did not receive treatment and died.

Nine of 14 patients with clinical samples yielding CS-
KP were considered infected. Of these, eight were
treated with carbapenems (one of them in combination
with AMK) and one with tigecycline. Only one patient
treated with IPM died (due to a urinary sepsis), although
CS-KP did not appear to be the primary cause of death.

There was a significant difference in the use of carba-
penems as antibiotic treatment among infected patients
(3/20 vs. 7/9; p=0.002). No other statistical difference
was detected among CR-KP and CS-KP patients.

Phenotypic and molecular characterization of the isolates
By disk diffusion all CR-KP isolates showed synergy be-
tween AMC and carbapenems, and the Hodge test was
positive, suggesting carbapenemase activity. By contrast,
CS-KP isolates did not present these phenotypic charac-
teristics. CR- and CS-KP isolates were multidrug resistant.

Table 2 shows the range of MICs of different anti-
microbial agents. IPM MICs of CR-KP isolates ranged
from 2 to >32 pg/ml, MEM MICs from 4 to >32 pg/ml,
and ertapenem MICs from 8 to >32 pg/ml. All iso-
lates with MICs of IPM >32 pg/ml were resistant to
cefoxitin (FOX) (MIC >16 pg/ml). Using current
EUCAST breakpoints, all the isolates had ertapenem
MICs in the resistant range (breakpoint for resistance
MIC >1 pg/ml).

A common PFGE pattern was observed in all CR-KP
and CS-KP isolates that was different to those observed
in other ESBL-producing K. pneumoniae isolates col-
lected in the same period (data not shown). Among
CR-KP isolates there was a single PFGE pattern type
designated PFGE-1, whereas CS-KP isolates showed
the same PFGE-1 pattern with six different subtypes
(Table 2). Ten representative isolates from the differ-
ent subtypes (4 CR-KP and 6 CS-KP isolates) were
typed by MLST and showed an identical allelic profile:
gapA (allele number 2), infB (allele number 6), mdh
(allele number 1), pgi (allele number 5), phoE (allele
number 4), rpoB (allele number 1), and tonB (allele
number 6), associated with ST101.

The blactx.m gene was detected by PCR in all CR-KP
and CS-KP isolates, whereas the blaoxa.4s gene was
only present in CR-KP isolates. After sequencing, the
beta-lactamases were identified as CTX-M-15 and OXA-
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Table 1 Epidemiological and clinical data of patients with CR-KP and CS-KP isolates
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CR-KP CS-KP p-value
N=28 N=14
Mean age (SD) 62.93 (+/- 14.491) 69.62 (+/- 16.717) 0.186
Male sex 18 (64.3 %) 7 (50 %) 0.508
Site of isolation
Urine 10 (35.7 %) 9 (64.3 %) 0.107
Blood culture 6 (214 %) 2 (143 %) 0.697
Surgical wound 4 (143 %) 1(7.1 %) 0.650
Abdominal samples 3(10.7 %) 0 0.539
Respiratory samples 4 (14.3 %) 1(7.1 %) 0.643
Others 1 (3.6 %) 1(7.1 %) 1
Length of stay before acquisition (SD) 2843 (+/- 31.319) 20.14 (+/- 31.705) 0430
Overall mortality (related CR- or CS-KP)* 35 % [7/20] 11.11 % [1/9] 0.371 (0.280)
(20 % [4/20]) 0)
ICU acquisition 9 (32.1 %) 0 0.019*
Previous antibiotic therapy (treatment)
Penicillins/Betalactamase Inhibitor 8 (28.6 %) 2 (143 %) 0451
Carbapenems 4 (50 %) 314 %) 0.102
Third generation cephalosporins/Monobactams 2 (7.1 %) 1 (7.1 %) 1
Fluoroquinolones 4 (14.3 %) 3 (214 %) 0.668
Trimethoprim-sulfamethoxazole 0 2 (143 %) 0.106
None 0 3214 %) 0.032*
Treatment
Penicillins/Betalactamase Inhibitor 1(3.6 %) 0 1
Carbapenems 3 (10.7 %) 7 (50 %) 0.008*
Carbapenems + Amikacin 1 (3.6 %) (7.1 %) 1
Tigecycline 6 (214 %) (7.1 %) 0392
Tigecycline + Amikacin 1 (3.6 %) 0 1
Aminoglycosides 1 (3.6 %) 0 1
Colistin 4 (143 %) 0 0.283
Fosfomycin 1 (3.6 %) 0 1
None 1 (3.6 %) 0 1

*p < 0.05 being considered significant

“Patients with non-significant isolation of CR-KP or CS-KP, considered colonized, were excluded from the mortality analysis

48. The remaining carbapenemase genes were not de-
tected by PCR.

Plasmid analysis

Southern blot hybridization analysis of plasmid DNA
from two resistant and two susceptible clinical isolates
identified a plasmid of approximately 70 kb in the CR-
KP isolates. This plasmid had the same size as the
control strain (K. pneumoniae 7680). Southern blot
hybridization with the OXA-48 probe demonstrated
the presence of the blaoxa_4s gene within this plasmid
(Fig. 3). Plasmid analysis of representative carbapenem

resistant and carbapenem susceptible clinical strains
(2 of each) revealed the presence of 6 and 5 plasmids
respectively, ranging in size from 1.9 Kb to 70 kb.
Plasmid profile was identical in both CS-KP and CR-
KP strains except for the presence of an extra 70 kb
structure in the CR-KP isolates.

Discussion

In the present study the carbapenem MICs of the CR-KP
isolates producing OXA-48 had a broad range. Following
the EUCAST criteria, CR-KP isolates had carbapenem
MICs in the intermediate or resistant range, with the
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Table 2 Characteristics of CR-KP and CS-KP isolates

CR-KP CS-KP

Number of different 28 14
patients

Period of isolation Oct 2010- Dec 2012 Dec 2010- May 2012

Betalactamase CTX-M-15 and OXA-48  CTX-M-15
production
PFGE profile and PFGE-1 PFGE-1 and 6
subtypes subtypes
MLST 101 101
Antimicrobial
susceptibility
Antimicrobial MIC range (mg/L) MIC range (mg/L)
Gentamycin >8 >8
Amikacin <8 <8
Cotrimoxazole >4 >4
Ciprofloxacin >2 >2
Imipenem 2/>32 <2
Meropenem 4/>32 <2
Ertapenem 8/>32 <8

exception of seven isolates which had IPM MICs of 2 pg/
ml. In addition, all OXA-48-producing isolates had ertape-
nem MICs ranging from 4 to >32 pg/ml, which is consid-
ered resistant. It is known that ertapenem MICs are
easily altered in carbapenemase-producing isolates, and
this is reflected in our observations here. Therefore,
ertapenem resistance could be a good microbiological
alert for detecting isolates with the presence of these
enzymes. It should be noted that isolates with higher
carbapenems MICs (for instance, IPM >32 pg/ml) were
also FOX-resistant, suggesting that other mechanisms,
such as the loss of porins could be involved in these
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resistant strains, as previously described [2, 11]. Other
authors have suggested the efficacy of temocillin for
OXA-48 producers screening and quickly recognition.
In our experience (data not shown), although both iso-
lates were temocilin-resistant, OXA-48 producers had
no inhibition zone while a small zone was observed in
the other strains [14]. Therapeutic options in patients
infected by CR-KP are very limited. Indeed, beta-lactam
resistance mediated by OXA-family beta-lactamases is
known to be poorly inhibited by beta-lactamase inhibi-
tors [15]. Therefore, and based on our experience,
combinations of a beta-lactam plus beta-lactamase
inhibitor should not be used for the treatment of CR-
KP-producing OXA-48 enzymes. Other beta-lactam
antibiotics, such as aztreonam and expanded spectrum
cephalosporins, are theoretically useful in infections
caused by OXA-48-producing clones, although the
association of a CTX-M-15 in this outbreak precluded
their use in our patients [16].

According to recent reports, there is limited evidence
to support the use of tigecycline, which appears to show
low effectiveness for treating CR-KP infections [15]. In
our experience this antibiotic was effective (5 of 7 pa-
tients cured), although in three cases a surgical drainage
of the abscess was also needed. Two patients treated
with tigecycline died, although in one case the death
was not related to the infection, while the other death
was due to a bacteremic septic shock. Therapeutic
options in patients infected by CR-KP are, therefore, very
limited, and clinicians must often resort to old antibiotics
with a non-negligible toxicity, as is the case of colistin,
which was successfully used in four patients in our
series [16, 17].

The use of carbapenems to treat OXA-48-producing
enterobacteria with MICs of carbapenems in the

K. pneumoniae strain (K. pneumoniae 7680)

Fig. 3 Plasmid profile of CR-KP and CS-KP isolates. a Agarose gel electrophoresis of K. pneumoniae plasmid DNA, and b Southern blot

hybridization using a blaoxa s specific probe. Arrows show the presence of a ~70 kb OXA-48-containing plasmid in the CR-KP samples. Lane 1: CECT
678 (54.38 kb, 7.30 kb, 5.56 kb, 5.14 kb, 3.98 kb, 3.08 kb, 2.71 kb, and 2.06 kb plasmids); Lane 2: CECT 679 (154 kb, 66.2 kb, 37.6 kb, and 7.4 kb plasmids);
and Lane 7: Low range ladder as controls. Lanes 3 and 5: CR-KP clinical isolates. Lanes 4 and 6: CS-KP clinical isolates. Lane 8: Positive control

<— ~70kb
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intermediate range is a controversial issue. In recent out-
breaks, sporadic cases of reported treatment have not
shown good results [18], although the volume of informa-
tion is very limited. In the present study, four patients
with CR-KP infections received carbapenems (cases in
which the bacteria exhibited an intermediate sensitivity to
the carbapenem selected), and in two of these cases the
carbapenem was associated with another active antibiotic
(AMK or FOF). In this scenario the inoculum effect is
probably an important variable that could explain the fa-
vorable outcome of our patients treated with carbapenems
[16], in whom the antibiotic treatment supplemented
the extraction of catheters and/or the drainage of col-
lections, adjunctive therapies which undoubtedly meant
a drastic reduction of the inoculum [19]. The probable
usefulness of continuous infusion regimens was not
tested in any of our patients [20].

Carbapenem resistance in K. pneumoniae is a growing
problem in the hospital setting that limits the use of this
antibiotic group for therapeutic purposes. There are
several families of enzymes that are responsible for this
increase in resistance, mainly KPC and VIM [1]. How-
ever, an increase in resistance to carbapenems due to
OXA-48 carbapenemase-producing clones has recently
been observed, especially associated with nosocomial
outbreaks in Mediterranean countries, the first of which
occurred in Turkey in 2004 [12].

This resistance determinant has now been detected
worldwide in several bacterial species such as Escherichia
coli, Enterobacter cloacae [21], and Citrobacter freundii
[4], although the predominant species are E. coli and K.
pneumoniae. In the present study we documented a clonal
outbreak due to K. pneumoniae producing CTX-M-15
and OXA-48 carbapenemase. The sequence type of the
epidemic strain (ST101) producing both enzymes (CTX-
M-15 and OXA-48) has also been detected in other
European and Mediterranean countries such as Israel and
Tunisia [2, 4, 22], suggesting a continental spread of this
multidrug-resistant lineage that has not yet been eradi-
cated [23]. The dissemination across Spain and Europe of
the OXA-48 enzyme has been described in several studies
[2, 24, 25]. The most prevalent K. pneumoniae clones are
ST101, ST11, and ST405, although in our hospital we
have only detected OXA-48 isolates with ST101. The
OXA-48 enzyme has been detected in various well-
described clones of K. pneumoniae: ST101, ST11,
ST14, ST15, ST147, ST395, and ST405 have already
been reported in European and Mediterranean coun-
tries [23-28].

Patients affected by CR-KP isolates in our hospital shared
certain characteristics with those of other outbreaks in our
geographic area [2, 24, 25]. They were patients with signifi-
cant comorbidities who had been exposed to major anti-
biotic pressure and whose infection was hospital-acquired.
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These infections were related to previous surgery or other
invasive procedures (central venous catheters or urinary
catheters). Fourteen patients received carbapenems prior to
the CR-KP isolation. Although no case control studies have
been published, previous carbapenem therapy has been
identified in many studies describing CR-KP outbreaks
[29]. In fact, this risk factor was more frequently identi-
fied in patients with CR-KP isolates than in those with
CS-KP isolates.

The coproduction of ESBL with the blagxa 4s gene is
frequent and mainly related to the presence of plasmids
[5]. In our study the co-existence of carbapenem-resistant
and susceptible strains could be explained by the presence
of the blaoxas and blactx.aiis genes in independent
elements. The transmissibility of the plasmid-encoded
blaoxa.as favored the rapid spread of these strains, so the
acquisition of blagxs.ag by the carbapenem-susceptible
strain could have occurred in our institution. The blacgxa_ag
gene was detected located on a 62-kb IncL/M plasmid or
on a 70-kb plasmid, indicating that a plasmid of variable
size was mainly responsible for the spread of this gene
4, 21].

Conclusions

Multi-resistant isolates of European carbapenem-resistant
OXA-48 K. pneumoniae clone (ST101), previously identi-
fied in other Spanish hospitals and harboring plasmids
carrying the blaoxa 4g gene, have been producing an out-
break in our hospital in Barcelona (Spain). In conclusion,
the European carbapenem-resistant OXA-48 K. pneumo-
niae clone (ST101) is spreading among Spanish hospitals.
Previous carbapenem use was identified as a common
factor in affected patients. These multidrug-resistant iso-
lates were successfully treated with tigecycline, colis-
tin, or carbapenems combined with other antibiotics
and adjunctive therapies. The spread of these strains
suggests a plausible scenario in which the acquisition
of new resistance determinants may make a strain
extremely drug-resistant. Thus, these results highlight
the need for surveillance of all multidrug-resistant K.
pneumoniae isolates, not only those that produce car-
bapenemase or ESBL.
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Hypervirulent Klebsiella pneumoniae clones causing bacteraemia in adults
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Abstract

Virulent hypermucoviscous Klebsiella pneumoniae strains associated with the magA and rmpA genes have mainly emerged in Asia. We analysed
the frequency and the clinical and molecular epidemiology of K. pneumoniae bacteraemia isolates obtained over a 7-year period (2007-2013).
Fifty-three of 878 K. pneumoniae invasive isolates (5.4%) showed a hypermucoviscous phenotype (by the string test). Of these, 16 (30.2%)
were magA*/rmpA*, 12 (22.6%) were magA~/rmpA”, and the remaining 25 (47.2%) were magA~/rmpA”. After multilocus sequence typing
and wzi sequencing, all magA*/rmpA” isolates were serotype Kl and sequence type (ST)23. Of the 12 magA~/rmpA” isolates, nine were
K2 (ST380, ST86, ST65, ST25 and ST493), and three magA_/rmpA+ isolates had the new wzi allele 122, an unknown serotype, and the
new STI013. The remaining isolates, which were magA™/rmpA~, showed different serotypes and STs. Patients with magA*/rmpA* or
magA~/rmpA* K. pneumoniae bacteraemia more frequently had pyogenic liver abscesses (PLAs) and pneumonia than patients with magA™/
rmpA~ K. pneumoniae bacteraemia (respectively: 21.4% vs. 8%, p 0.26; and 17.9% vs. 0%, p 0.05). In fact, magA™/rmpA™ isolates were
similar to the those termed ‘classic’ K. pneumoniae isolates causing bacteraemia, the urinary and biliary tracts being the main foci of
infection. In conclusion, hypervirulent clones (CC23KI, CC86K2, CC65K2, and CC380K2) were infrequent among K. pneumoniae
isolates causing bacteraemia in our geographical area. A hypermucoviscous phenotype as determined with the string test is not enough to
recognize these clones; additional molecular studies are needed. Patients with magA™ and/or rmpA* K. pneumoniae bacteraemia more
frequently had PLAs and pneumonia than patients without hypermucoviscosity genes.

© 2015 Clinical Microbiology and Infection published by Elsevier Ltd on behalf of European Society of Clinical Microbiology and
Infectious Diseases.
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community acquired. Several virulence factors have been
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Barcelona, Spain capsule, which is the basis of the serotype classification (at least

E-mail: c.ardanuy@bellvitgehospital.cat 78 different serotypes) [1]. Although the K. pneumoniae capsule

identified in K. pneumoniae isolates, including a polysaccharide

acts as a determinant virulence factor, certain serotypes (KI,

K2, K4, and K5) are known as hypervirulent clones. As well as

Introduction being determined by serology, the capsular classification can
also be determined by sequencing of the wzi gene of the cps
cluster [1]. Besides the capsule, other virulence factors that are

Klebsiella pneumoniae is an important human pathogen that can usually associated with the genotype have been described in

cause bacteraemia, urinary infections, and abscesses. These K. pneumoniae. The most important clonal complex (CC) is

infections may be nosocomial, healthcare related, or CC23, which includes hypervirulent K. pneumoniae strains.
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These strains have an easily recognizable hypermucoviscous
phenotype.

The first hypervirulent K. pneumoniae strains with a hyper-
mucoviscous phenotype were described in Taiwan in 2004 [2].
Since then, several reports worldwide have described these
strains [3—8], but the highest incidence is found in Asian coun-
tries [9—11]. Although the most common focus of infection is
pyogenic liver abscess (PLA) [2,7], they have been implicated in
other infections, including metastatic abscesses [2,5,12—16]. In-
fections due to hypermucoviscous K. pneumoniae have been
identified in patients with and without underlying diseases, and
also in asymptomatic carriers [17].

The hypermucoviscous phenotype in K. pneumoniae is
related to the presence of the chromosomally encoded
hypermucoviscosity gene A (magA), which is characteristic of
the KI capsular operon, and/or to the plasmid gene regulator of
the mucoid phenotype A (rmpA), which is a regulator of
extracapsular polysaccharide synthesis [2,15].

In this study, we analysed the prevalence of hyper-
mucoviscous K. pneumoniae as a cause of bacteraemia in adult
patients over a 7-year period in a teaching hospital in Barcelona,
Spain. We also characterized the strains and analysed the
clinical characteristics of patients with bacteraemia according to

genotype and phenotype.

Materials and methods

Hospital setting
The Hospital Universitari de Bellvitge is a tertiary-care teaching
hospital located in the southern Barcelona area, Spain. It is a
centre for adult patients that serves an area containing 600 000
inhabitants and receives approximately 30 000 hospital admis-
sions per year. All bacteraemia episodes are prospectively
recorded in a computerized database, which includes clinical
and demographic data. A patient could be included more than
once if the episodes occurred >30 days apart, unless they were
considered to be relapses or persistence.

This study was approved by the Clinical Research Ethics
Committee of Bellvitge University Hospital (PR037/15).

Bacterial strains and antimicrobial susceptibility testing
A total of 983 K. pneumoniae bacteraemia episodes were
detected among 880 patients from 2007 to 2013. Of these, 878
isolates (89.3%) were available for this study.

Antimicrobial susceptibility was tested by microdilution with
MicroScan panels (Beckman Coulter, West Sacrament, CA,
US), according to the European Committee on Antimicrobial

Susceptibility Testing recommendations [|8].

Characterization of the hypermucoviscous phenotype

The identification of the hypermucoviscous phenotype was
performed with the string test [2]. Positive isolates were
selected for molecular characterization (PCR of magA and
rmpA, multilocus sequence typing (MLST), and wzi sequencing).
In addition, all 357 K. pneumoniae isolates (including those with
negative string test results) collected between 2007 and 2009
were also subjected to PCR of magA to confirm the absence of
this gene when there was a negative string test result. PCR of
rmpA was only performed when a positive string test result was
obtained. magA and rmpA were detected by PCR as described
previously [2,19].

Serotypes

Serotypes were identified by PCR and sequencing of the K-
serotype specific wzi allele. The allele number and putative
serotype (when possible) were assigned by use of the
K. pneumoniae website (http://bigsdb.web.pasteur.fr/Klebsiella/
Klebsiella.html) [1]. New wzi sequences were sent to Institut
Pasteur in order to obtain the new allele. PCR for serotype-
specific targets was performed to confirm Kl and K2 sero-
types [2,19].

Molecular typing

All string test-positive isolates were typed by MLST, with the
protocol described on the K. pneumoniae MLST website (http:/
www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mlst/primers_
Kpneumoniae.html). Alleles and sequence types (STs) that had
not previously been described were submitted for new

designations.

Statistical analysis

Data were analysed with the statistical package SPSS for Win-
dows version 18.0, by use of the chi-square test and Fisher’s
test when appropriate. A p-value of <0.05 was considered to

be statistically significant.

Results

Bacterial strains, hypermucoviscous phenotype, and
antimicrobial susceptibility
Among 878 isolates tested, 53 (collected from 50 patients) had
a hypermucoviscous phenotype (positive string test result) and
were included for further analysis (Fig. |). All 340 isolates with
negative string test results collected in the 2007—-2009 period
had a negative result for magA PCR.

The presence of both hypermucoviscous phenotype genes
(magA*IrmpA™) was identified in 16 episodes. Twelve isolates

© 2015 Clinical Microbiology and Infection published by Elsevier Ltd on behalf of European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, CMI, 22, 154—160
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FIG. I. Hypermucoviscous Klebsiella pneumoniae bacteraemia episodes: annual distribution of the three genotypes (magA*/rmpA*, magA™/rmpA*, and

magA~/rmpA”) and its relationship with serotype.

carried rmpA but not magA (magA /rmpA*), and 25 isolates
carried neither gene (magA /rmpA”). Although there were no
statistically significant differences, an increase in the number of
magA*IrmpA” isolates was observed in the last 3 years (Fig. |).
The overall prevalence of the hypermucoviscous phenotype
was 53 of 878 (6%), and the prevalence rates of the different
genotypes were 16 of 878 (1.8%) for magA*/rmpA” isolates, 12
of 878 (1.4%) for magA™/rmpA* isolates, and 25 of 878 (2.8%)
for magA™/rmpA~ isolates.

All K. pneumoniae isolates harbouring magA and/or rmpA
were susceptible to all antimicrobials tested, with the exception
of ampicillin, piperacillin, and ticarcillin. Nearly half (11/25) of
magA /rbmA” hypermucoviscous isolates had additional anti-
microbial resistance (two isolates were extended-spectrum
B-lactamase producers, and six isolates were fluoroquinolone
resistant). On the other hand, 43.8% of non-hypermucoviscous
isolates also had some additional antimicrobial resistance
(15.5% of the isolates were extended-spectrum B-lactamase

producers, and 29.6% were fluoroquinolone resistant).

Serotyping by wzi gene sequencing and MLST

All 53 hypermucoviscous isolates were typed by amplification
and sequencing of the wzi gene [|]. Overall, we found 27
different wzi alleles; 16 alleles were associated with known
serotypes, and | | alleles were associated with unknown sero-
types (four of them were new: wzi |16, wzi 122, wzi 130, and
wzi 139).

By MLST, the 53 hypermucoviscous isolates were grouped
into 30 different STs. Three of them were new (ST1013, three
isolates; ST1007, one isolate; and ST1022, one isolate).

Table | shows the serotypes and STs of hypermucoviscous
isolates. All 16 magA*/rmpA” isolates were serotype Kl and
ST23. Among 12 magA™/rmpA” isolates, nine were serotype K2,
with five distinct STs (ST380, three isolates; ST86, three iso-
lates; and ST65, ST25, and ST493, one isolate each), and the
remaining three had ST1013 (new) and wzi allele 122 (new); by
PCR, these three isolates were not K| or K2. Finally, the
remaining 25 hypermucoviscous isolates (magA™/rmpA~) had 23
different STs. Twenty-three wzi alleles (including three new
alleles) were found, but only |3 were associated with known

serotypes.

Characteristics of patients with hypermucoviscous
bacteraemia

Bacteraemia episodes due to hypermucoviscous K. pneumoniae
occurred mainly in men (33/53, 62%) with a mean age of 67.04
years (x standard deviation 15.74), and were mainly community
acquired (45.3%). Table 2 shows the demographic and clinical
characteristics of these patients.

Table 2 shows the demographic and clinical characteristics of
bacteraemia episodes caused by K. pneumoniae strains having
magA and/or rmpA, by other hypermucoviscous K. pneumoniae
strains, or by non-hypermucoviscous K. pneumoniae strains.
The first group had higher frequencies of PLA and pneumonia.
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TABLE |. Characteristics of hypermucoviscous isolates and
their relationship with magA/rmpA, serotype, and multilocus

sequence type (ST)

Multilocus
Hypermucoviscous Related sequence wzi Number of
genotype serotype type allele isolates
magA*IrmpA* KI ST23 | 16
magA~/rmpA* K2 ST380 2 3
ST86 2 3
ST65 72 |
ST25 72 |
ST493 2 |
Non-K1/K2* STI013 122° 3
magA™/rmpA~ K30 ST416 138 |
: STI152 110 |
K28 STII 84 |
K26 STI7 113 |
K54 ST29 115 |
K22.37 ST35 37 |
? ST36 173 |
K15/17/50/51/52  ST37 50 |
K24 ST45 101 2
: ST2I 130° I
K17 STIOI 137 |
K31 STI104 102 |
K30 ST234 114 |
K3 ST321 113 |
: ST42 186 |
K35 ST460 162 |
: ST622 193 |
: ST719 186 |
: ST895 173 2
: ST993 186 |
K21 ST1007 21 |
: ST1022 139° I
: ST1035 116° I

Alleles with unknown serotype.
°Novel wzi allele.

Episodes due to hypermucoviscous isolates were less
frequently nosocomial. Septic shock was present in one-quarter
of episodes (25.9%), and occurred in all patient groups The
presence of underlying conditions was most frequent in the

third group of patients, although it was high in general. The
overall 30-day mortality rate was 20.7% (182/878).

Three patients had two episodes due to hypermucoviscous
isolates. The first one had two episodes in June and December
2009, both caused by the same strain (ST1013 and magA™/
rmpA™): the first one was associated with a biliary tract infec-
tion, and the second with a PLA. The second one had a primary
bacteraemia in March 2011 and a PLA in October 2012 (both
caused by an ST23-K| magA*/rmpA” strain). The third one had a
PLA in February 2011 and a biliary tract infection-associated
bacteraemia in June 2011 (both ST895 and magA™/rmpA”).

Discussion

Since the 1980s, in Southeast Asia, especially in Taiwan, there
has been an increase in the frequency of community-acquired
K. pneumoniae infections, mainly community-acquired PLA
(CA-PLA), caused by hypermucoviscous strains. Although this
phenotype is present in several K. pneumoniae serotypes, se-
rotypes KI and K2 have been identified as the most virulent,
and are also associated with CA-PLA [2,9,11,20].

Outside Asia, several case reports of CA-PLA related to
hypermucoviscous K. pneumoniae have been published,
including reports from North America and Europe [3,7].
Moreover, studies performed in several countries have found a
high genetic similarity between these isolates, demonstrating
the existence of major clones among hypermucoviscous strains
[5,20]. Another characteristic of these infections is the ability to
cause septic metastasis [2,13—16]. Although most of these

TABLE 2. Characteristics of patients with hypermucoviscous and non-hypermucoviscous Klebsiella pneumoniae bacteraemia

Hypermucoviscous

Characteristic magA*IrmpA* or magAIrmpA* magA~/rmpA” Non-hypermucoviscous
No. of cases 28 25 825
Mean age (years) = SD 56.7+83 69.3% 156 64.7 £ 14.6
Male sex, n (%) 20 (71.4) 13 (52) 550 (66.7)
Acquisition, n (%)
CA 13 (46.4)° 11 (44)° 149 (18.1)
HC 8 (28.6) 12 (48)° 190 (23.1)
NOS 7 (25)° 2 (8)° 486 (58.9)
Source of infection
Liver abscess 6 (21.4)° 2 (8)° 6 (0.7)
Pneumonia 5(17.9)° — 30 (3.6)
Urinary 8 (28.6)° 14 (56)° 233 (28.2)
CRB 2 (7.1) 1 (4)° 192 (23.3)
Abdominal 3 (10.7) — 41 (4.9)
Biliary 1 (3.6)° 6 (24) 153 (18.5)
Primary 3 (10.7) 1 (4) 139 (16.8)
SBP — 4) 10 (1.2)
Others — — 21 (2.5)
Shock, n (%) 7 (25) 6 (24) 215 (26.1)
Underlying diseases, n (%) 21 (75)° 19 (76)° 739 (89.6)
30-day mortality, n (%) 7 (25) 2 (8) 173 (20.9)

CA, community acquired; CRB, catheter-related bacteraemia; HC, healthcare related; NOS, nosocomial; SBP, spontaneous bacterial peritonitis in patients with hepatic cirrhosis.
?p <0.05 for hypermucoviscous (magA+/rmpA+ or magA—/rmpA+) vs. non-hypermucoviscous.

®p <0.05 for hypermucoviscous (magA—/rmpA-) vs. non-hypermucoviscous.

p <0.05 for hypermucoviscous groups (magA+/rmpA+ or magA—/rmpA+ vs. magA—/rmpA-).
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strains are related to the presence of magA (a part of the
serotype-specific region of the Kl capsule) [21], a hyper-
mucoviscous phenotype was also found in magA™ strains har-
bouring rmpA [6].

In the present study, we describe a series of bacteraemia
episodes due to hypermucoviscous K. pneumoniae occurring in
Barcelona, Spain, over a 7-year period (2007-2013). The
overall frequency of the hypermucoviscous phenotype was low
(6%), and it was lower still when only virulent clones of KI
(1.8%, n=16) or K2 (0.9%, n=8) were considered (2.7%, 24/
878). This low prevalence is similar to that reported in other
European countries [20,22]. Among virulent isolates, a recent
study performed in Sweden reported a higher proportion of K2
isolates (5%) than of K1 isolates (I.1%), whereas, in our series,
there were twice as many K| isolates as K2 isolates (1.8% vs.
0.9%) [22]. However, the low number of virulent isolates found
in these studies may be the cause of these variations. In any
case, these frequencies are far lower than those found in Asian
countries: in Taiwan, for instance, 18.2% of bacteraemia isolates
were serotype Kl and 16.4% were serotype K2 [23].

Isolates belonging to the K| and K2 serotypes are more
virulent than those belonging to other serotypes, perhaps
because of the higher resistance to phagocytosis conferred by
these capsular types [I10]. It seems that the occurrence of
hypervirulent KI and K2 K. pneumoniae isolates in Europe is
rare, and some cases have been associated with Asian citizens
or travellers [ 3]. Unfortunately, we have no data on the travel
history of our patients.

Interestingly, half of the hypermucoviscous isolates in our
study were magA™/rmpA~, with high capsular type diversity. In
the light of these results, and as previously described in Asian
[24] and in non-Asian [20] countries, we suggest that hyper-
mucoviscosity (string test) is not a reliable indicator of the
presence of virulent clones with magA and/or rmpA. In fact,
some variations in the composition of lipopolysaccharide
result in a hypermucoviscous phenotype that may resemble
the one found in the virulent strains [25]. Nevertheless, the
string test is a useful screening method for subsequent mo-
lecular characterization in order to detect possible hypervir-
ulent strains.

In our study, all hypervirulent K| strains belonged to ST23,
which is included in the CC23%! clone described by Brisse [19].
In fact, CC23"%' is the most prevalent clone worldwide
[8,9,12,13,19,26], probably because it is associated with CA-
PLA, whereas the CC82%' clone (not detected) is related to
respiratory infections [19]. The serotype K2 isolates in our
study belonged to five STs, reflecting a higher genetic diversity.
However, all of these STs but one were included in previously
described K2 hypervirulent clones (CC380, CC86, and CC65)
[19,26]. Moreover, the two most frequent (ST380 and ST86)

were recently associated with fatal invasive infections in France
[13]. Finally, magA™/rmpA™ isolates were highly diverse, and did
not belong to previously described K. pneumoniae virulent
clones. In fact, most of the bacteraemia episodes caused by
these strains (magA /rmpA”) had urinary and biliary foci of
infection, the two most frequent foci among K. pneumoniae
bacteraemia in Europe and the USA [27].

A recent study that used whole genome sequencing of
different K. pneumoniae isolates clearly distinguished clonal
groups of multidrug-resistant and hypervirulent K. pneumoniae
populations [28]. In fact, in our study, hypervirulent (K| and
K2) strains were fully susceptible, as previously described
[5,28]. Moreover, another study performed in China, which
also analysed hypervirulent K. pneumoniae isolates, and that
included molecular methods, did not find antimicrobial resis-
tance among CA-PLA strains [10,28].

In our experience, the clinical characteristics of hyper-
mucoviscous K. pneumoniae bacteraemia episodes can be
divided into two main groups related to the presence of magA
and/or rmpA. Patients in the first group (magA® and/or rmpA”™)
were more likely to have PLAs, pneumonia, and primary bac-
teraemia, as described previously [17,20], whereas patients in
the second group (magA™/rmpA~) had characteristics similar to
those caused by isolates termed ‘classic’ K. pneumoniae isolates,
the urinary and biliary tracts being the major foci of infection.

Patients with underlying diseases such as diabetes mellitus,
malignancy or renal failure are more easily infected by
K. pneumoniae and other microorganisms. However, patients
without underlying diseases have also been found to have
bacteraemia due to hypermucoviscous strains [29]. In our se-
ries, 75% of patients with bacteraemia due to hypervirulent
clones had underlying diseases. The 30-day mortality rate was
high among patients with bacteraemia due to hypervirulent
clones, as previously described [25].

In Asian countries, which have a higher prevalence of these
strains, hypervirulent clones of K| and K2 have been associated
with community-acquired infections. Interestingly, in our series,
more than half of the infections were nosocomial or healthcare
related. Probably, patients had intestinal colonization at the
moment of hospitalization, and developed the infection during
admission. In fact, these infections were mainly urinary tract
infections (in patients with urinary catheters) and catheter-
related bacteraemia. Although the carrier status of these
strains has not been widely studied, some reports have shown
that hypervirulent clones can colonize the gastrointestinal tract
of healthy people [9,17]. In addition, highly virulent clones
(serotypes K1 and K2) were highly resistant to phagocytosis,
conferring an advantage for intestinal tract colonization [I7].
Another report described a family outbreak in which two family

members had PLAs and another had digestive colonization; all
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three strains were identical (ST23"'), showing that transmission
could occur through household contact [30].

The present study has two main limitations. First, it was
performed at a single hospital, and second, the screening of the
hypermucoviscous phenotype was performed retrospectively,
and some cases were missing. However, the long time period
and the high proportion of isolates recovered compensate, in
part, for these deficiencies. To conclude, hypervirulent clones
had a low prevalence among K. pneumoniae bacteraemia iso-
lates, but they can cause infections in both the community and
the hospital setting. As reported in other areas, PLAs, pneu-
monia and primary bacteraemia were frequent foci of infection.
The string test is a quick and easy screening method that needs
molecular confirmation to detect hypervirulent clones. Further
prospective studies are needed to determine the frequency of
hypermucoviscous K. pneumoniae strains in other geographical

areas.
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