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1. INTRODUCCION

Klebsiella pneumoniae (Schroeter, 1886; Trevisan, 1887) forma parte del género Klebsiella
(Trevisan, 1885), dentro de la familia Enterobacteriaceae (Rahn, 1937) (1). Esta familia esta
formada por bacterias gramnegativas anaerobio-facultativas con morfologia bacilar o coco-

bacilar, presentes en el tracto gastrointestinal de personas sanas (2).

K. pneumoniae es uno de los microorganismos mas frecuentemente relacionados con
infecciones asociadas a cuidados sanitarios, sobre todo en enfermos ingresados en unidades de
pacientes criticos, y mds ocasionalmente en pacientes quirdrgicos complejos e
inmunodeprimidos. K. pneumoniae se ha asociado con entre el 2 y el 5% de las infecciones
hospitalarias entre 2011 y 2014 segun los datos publicados en los estudios EPINE (3,4),
acercandose al 8% en los ultimos afios (5,6), especialmente en aquellas que afectan al tracto
urinario y respiratorio (7). Segun los datos publicados en los estudios ENVIN este
microorganismo causa entre el 5 y el 10% de las infecciones acontecidas en unidades de
medicina intensiva, observandose frecuentemente unos altos porcentajes de resistencia, en
ocasiones cercanos al 50%, de cefalosporinas de 32 generacidn, penicilinas asociadas a

inhibidores de B-lactamasas y quinolonas y una resistencia creciente a carbapenémicos (8—15).

Al menos, cuatro componentes estan implicados en la patogenicidad que presentan los
aislados de Klebsiella: la presencia de fimbrias o produccidon de adhesinas, la expresion de
siderdforos, la presencia de un lipopolisacarido que protege a este microorganismo de la

respuesta inmunitaria del paciente y la existencia de una capsula polisacaridica (1).

La formacién de biopeliculas, muy asociadas a las infecciones relacionadas con dispositivos
invasivos, esta facilitada por la presencia de fimbrias, sobre todo de tipo 3, que permiten su
unién a superficies abidticas (16). La secrecion de sideréforos, moléculas con alta afinidad por
el hierro como enterobactina, yersiniabactina, salmoquelina y aerobactina, ayudan a la bacteria

a adquirir hierro en medios pobres en este elemento imprescindible para su patogénesis (16).

El lipopolisacarido (LPS) presente en la membrana externa de los bacilos gramnegativos
constituye otro factor de virulencia en este microorganismo. El lipido A, habitualmente descrito
como potente activador de la cascada inflamatoria, impide su reconocimiento por determinados
receptores a través de una modificacion basada en una 2-hidroxi-acilacién, ademas esta
fragmento del LPS puede proteger a la bacteria de péptidos catidnicos antimicrobianos. El
antigeno O impide la unién a Clqg impidiendo la activaciéon del complemento, y se une a C3b

impidiendo la formacién del complejo de ataque a membrana (16).
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La capsula polisacaridica protege de la respuesta inmunitaria por multiples vias: inhibiendo
la fagocitosis, previniendo la activacién del complemento y evitando la lisis por el complemento
y los péptidos antimicrobianos (16). A mediados de los afios 80, se comenzaron a describir
infecciones graves en pacientes jévenes y sanos causadas por K. pneumoniae en el sudeste
asiadtico asociada a un fenotipo de hipermucoviscosidad debido a la hiperproduccién de la
capsula polisacaridica y la presencia de genes especificos como el gen rmpA, comenzandose a
denominar como patotipo hipervirulento frente al tradicional y ampliamente distribuido que
pasd a denominarse denominado patotipo clasico, aunque no todas las cepas hipervirulentas
presentan este fenotipo hipermucoviscoso (17). Tradicionalmente se consideraba que este
patotipo no solia presentar problemas relativos a resistencia antibidtica, pero con la
diseminacién global de elementos genéticos méviles que confieren genes de resistencia, se ha
comenzado a describir asociado a la presencia de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) o
carbapenemasas en todo el mundo (17). Los serotipos capsulares K1 y K2, estrechamente
asociados a la hipervirulencia, son mas resistentes a la fagocitosis por varias mecanismos: 1)
induccion de una menor liberacién de especies reactivas del oxigeno por parte de los neutréfilos
y mejor supervivencia en los tejidos, 2) menor presencia de acido sidlico en su superficie,
asemejandose a la membrana de las células del hospedador y evadiendo la respuesta inmune y
3) ausencia de repeticiones de residuos manosa especificos que permiten su reconocimiento
por factores del hospedador, previniendo la lectino-fagocitosis y las sefiales proinflamatorias

(16).

Este microorganismo presenta, en el caso de sepsis, una mortalidad cruda superior al 25%
(18). Scheuerman et al. sefialan que la mortalidad en el caso de cepas productoras de BLEE
alcanza el 33,7% de los pacientes siendo muy superior a la producida por Escherichia coli BLEE
(17,4%) (19). En el estudio publicado por Kim et al. (20) en el que la mortalidad a los 30 dias en
bacteriemia causada por K. pneumoniae era del 16,9% se analizaban los factores de riesgo
asociados a este desenlace, encontrando como tales la presencia de leucopenia en el dia de
bacteriemia, una puntuacién de SOFA elevada, la presencia del tipo capsular wzi50 y de la
asociacién de la mulirresistencia antibidtica con la isla gendmica pks [responsable de la
produccidn de colibactina, una genotoxina que induce dafio celular en las células del hospedador
y se harelacionado en Escherichia coli con incremento de la proliferacion celular epitelial in vivo,
de lainvasién tumoral y del nimero de tumores en varios modelos murinos de cancer colorectal,
sugiriendo que podria promover el desarrollo de cancer colorectal humano (21)]. El fenotipo de
hipermucoviscosidad, muy asociado al desarrollo de absceso hepatico, constituye un factor

protector en este trabajo. Otros autores han sefialado como factores de riesgo de mortalidad
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en la bacteriemia por K. pneumoniae: el ingreso en UCI, la edad mayor a 65 afios, una neoplasia
subyacente, la necesidad de ventilacién mecanica invasiva o sondaje urinario, el alcoholismo o
la asociacién con neumonia (16). En el estudio de Li et al. publicado en el afio 2018 la mortalidad
en bacteriemia causada por cepas hipervirulentas (37,1%) era similar a la observada por cepas
“clasicas” (40,7%) aunque demostraban que determinados factores de riesgo como la diabetes
mellitus o que se tratara de una infeccidn adquirida en la comunidad favorecian la presencia de

cepas con patotipo hipervirulento (22).

En el comienzo del siglo XXI, el problema de la resistencia a antibiéticos ha alcanzado una
alarmante magnitud global, siendo uno de los problemas sin resolver de la salud publica. La
implacable evolucién de la resistencia, acompafada del estancamiento en el disefio de nuevos
farmacos antimicrobianos, practicamente aboca a encontrar casos en los que ningun antibidtico
es activo, recordando la era pre-antibiética (23). Este hecho ya se ha puesto de manifiesto en
los ultimos afios, pudiendo hallar ya en la literatura descripciones de casos en los que las cepas

implicadas fueron consideradas pan-resistentes (24—26).

En enterobacterias la resistencia a B-lactamicos se debe fundamentalmente a la produccion
de B-lactamasas, siendo las mas relevantes clinicamente en la primera década del siglo XXI por
su perfil hidrolitico y frecuencia aquellas que generan resistencia a cefalosporinas de tercera
generacion, como las B-lactamasas de espectro extendido y B-lactamasas de tipo AmpC. En estos
casos el tratamiento antimicrobiano se basa en el uso de antibidticos carbapenémicos en
monoterapia o asociados a otros antibidticos como aminoglucdsidos en el caso de infecciones
graves (27). Enla segunda década de éste siglo se ha producido una merma drastica de nuestras
opciones terapéuticas en muchos casos con la emergencia y diseminacion global de enzimas

capaces de hidrolizar carbapenemas (28).

K. pneumoniae presenta resistencia natural a aminopenicilinas (ampicilina y amoxicilina),
carboxipenicilinas (carbenicilina y ticarcilina) y otras penicilinas, siendo sensible a la gran
mayoria de antibidticos B-lactdmicos. Esta resistencia natural se debe a la produccién
constitutiva de bajo nivel de una B-lactamasa cromosdmica de clase A (segun la clasificacion de
Ambler) (29) que se inhibe por la accién del acido clavuldnico denominada SHV-1, aunque es
frecuente encontrar mutaciones en la misma que en ocasiones modifican su espectro hidrolitico
(30,31). En K. pneumoniae, la resistencia de alto nivel a antibidticos B-lactamicos se debe
mayoritariamente a la produccién de B-lactamasas vehiculadas en elementos genéticos moviles;
un ejemplo son las BLEE y las de tipo AmpC comentadas anteriormente. En estos elementos

genéticos moviles ademdas podemos encontrar genes que confieren resistencia a otros
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antibidticos, como aminoglucésidos o incluso quinolonas, aunque en este ultimo caso la

resistencia suele deberse a mutaciones en los genes cromosémicos gyrAy parC (1).

Las B-lactamasas de espectro extendido se definen como enzimas pertenecientes a la clase
A o clase D de Ambler capaces de hidrolizar oximino-B-lactamicos (ceftazidima, ceftriaxona,
cefotaxima y aztreonam, siendo en su mayoria inhibidas por inhibidores de B-lactamasas como
el 4cido clavulanico o tazobactam. En el afio 1995 Bush, Jacoby y Medeiros propusieron una
clasificacion de B-lactamasas no basada en su estructura molecular como Ambler si no en su
funcion (32), esta clasificacién fue revisada 15 aflos mas tarde (31) y en la Tabla 1 se resume los

grupos de B-lactamasas de espectro extendido existentes en la actualidad.

Tabla 1. Esquema de clasificacion de B-lactamasas de espectro extendido ([modificado de Bush y Jacoby (31)]

Clasificacion UL
de Bush Clase Sustrato por acido Caracteristica Enzimas
molecular distintivo clavulanico o definitoria representativas
Jacoby
tazobactam
TEM-3
. T SHV-2
Cefalosporinas Hidrolisis
de espectro aumentada de grupo CTX-M
2be A 2= I en PER-1
extendido, oximino-f- VEB-1
monobactams lactamicos GES-1
SFO-1
Hidrdlisis
. aumentada de
Cefalosporinas .
de espectro CAegts
2ber A . NO lactamicos y TEM-50
extendido, . .
S ——— resistencia a
inhibidores de -
lactamasas
Hidrolisis de
Cefalosporinas . oxnr’mr.\o-B- OXA-11
2de D de espectro Variable lactdmicos y
. e OXA-15
extendido cloxacilina u
oxacilina

Las B-lactamasas de espectro extendido inicialmente descritas derivaban de las -
lactamasas clasicas SHV-1, TEM-1 y OXA por modificaciones aminoacidicas que cambiaron sus
sustratos definitivos. La primera descripcién de TEM-3 (primera [B-lactamasa de espectro
extendido dentro de este grupo) data de 1984 en Francia, actualmente hay mas de 100 B-

lactamasas tipo TEM descritas y siendo todas ellas BLEE a excepcion de TEM-1y TEM-2 (33).
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En el caso del grupo de las BLEE de tipo SHV, que derivan de SHV-1 y presentan un cambio
aminoacidico de serina por glicina en la posiciéon 238 responsable de la capacidad de hidrolizar
ceftazidima y en algunos casos un cambio de lisina por glutamato en la posicién 240 responsable
de la hidrolisis de cefotaxima. Este grupo de B-lactamasas de espectro extendido junto con las
derivadas de TEM-1 fueron las predominantes desde su descripcidn hasta los primeros afios del

siglo XXI (33,34).

Las B-lactamasas de tipo CTX-M denominadas asi por su capacidad para hidrolizar
cefotaxima, fueron descritas por primera vez en 1990. Este grupo de enzimas, en el que
podemos encontrar 5 subgrupos principales (1, 2, 8, 9 y 25), hidrolizan cefalotina mejor que
bencilpenicilina y cefotaxima mejor que ceftazidima, aunque algunas B-lactamasas de este
grupo (como las del grupo 1) son capaces de actuar sobre ella. Todos los componentes de este
grupo son capaces de hidrolizar cefepime y el grado de actuacién sobre aztreonam es variable.
A diferencia de los grupos anteriores, las B-lactamasas de tipo CTX-M no surgieron por
modificacién puntual de otra B-lactamasa clasica, sino que fueron identificadas inicialmente en
el cromosoma de Kluyvera spp. y posteriormente pasaron a un plasmido que permitié su
diseminacién (33) convirtiéndose en la B-lactamasas mas frecuentes a partir del principios del

siglo XXI .

La B-lactamasas de espectro extendido del grupo de las OXA (englobadas dentro del grupo
D de la clasificacion de Ambler) son mucho menos frecuentes en enterobacterias que las
enzimas de clase A. Dentro de este grupo podemos encontrar dos subfamilias importantes: a)
las derivadas de OXA-10 entre las que encontramos OXA-11, OXA-13, OXA-14, OXA-16, OXA-17,
OXA-19 y OXA-28 que presentan mutaciones que aumentan el grado de hidrélisis de
cefalosporinas respecto a OXA-10 (no considerada B-lactamasa de espectro extendido aunque
si que es capaz de hidrolizar débilmente cefotaxima, ceftriaxona y aztreonam) y b) las derivadas

de OXA-2 entre las que encontramos OXA-15 y OXA-36 (35).

Entre las B-lactamasas de clase A podemos resaltar PER-1, que es una B-lactamasa de
espectro extendido descrita por primera vez en el ailo 1993 en Pseudomonas aeruginosa (36).
En la actualidad se han definido hasta 8 variantes fundamentalmente en aislados de
Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii, considerdndose su presencia en
enterobacterias rara, aunque en nuestro pais encontramos una descripcion de un aislado de
Proteus mirabilis productor de esta B-lactamasa (37). Su perfil hidrolitico afecta a penicilinas y

cefalosporinas (especialmente ceftazidima) y es inhibida por clavuldnico, sulbactam, vy
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tazobactam, aunque este ultimo presenta un grado de inhibicién menor que el observado con

acido clavulanico (38).

La primera descripcién de una B-lactamasa de espectro extendido de tipo VEB (VEB-1) la
encontramos en el afio 1999 en un aislado de Escherichia coli. Estas B-lactamasas se clasifican
dentro del grupo A de la clasificacion de Ambler y dentro de este grupo su grado de homologia
con el resto de enzimas es inferior al 20% salvo con PER-1 y PER-2 que alcanza el 38%. Este
enzima presenta un mayor grado de hidrdlisis de cefotaxima y ceftriaxona frente al observado

en ceftazidima y aztreonam, mientras que su actividad frente a penicilinas es menor (39,40).

SFO-1 es una B-lactamasa de espectro extendido de clase A descrita por primera vez en un
plasmido autotransferible de un aislado de Enterobacter cloacae en Japén en el afio 1999. SFO-
1 se induce por la exposicidn a imipenem y es capaz de hidrolizar la mayoria de antibidticos B-
lactamicos (excepto cefamicinas y carbapenemas) (41). Se considera una B-lactamasa poco
frecuente aunque fue detectada en un brote de Enterobacter cloacae multirresistente en Espaia

publicado en el afio 2011 (42).

GES-1 es una B-lactamasa de clase A descrita en por primera vez en el aino 2000 en Francia
en un aislado de Klebsiella pneumoniae. Este enzima presenta un mayor grado de hidrdlisis de
ceftazidima frente al observado con cefotaxima o aztreonam y a pesar de haberse aislado por

primera vez en K. pneumoniae se considera poco frecuente en este microorganismo (43).

Desde la primera descripcién de un aislado de Klebsiella spp. resistente a cefalosporinas de
tercera generacion por produccion de BLEE en Alemania en 1983, se ha observado un
incremento progresivo de los aislados con este patron de resistencia a nivel mundial (44), en
paralelo a este incremento, también se ha observado un aumento de los aislados con AmpC
plasmidicas, pero de menor envergadura que el relacionado con las BLEE (45). A diferencia de
las cepas de Escherichia coli productoras de BLEE, cuyo aumento de incidencia en nuestro pais
se debe a aislados procedentes de pacientes no hospitalizados, preferentemente de la
comunidad y en menor grado asociados a cuidados sanitarios, K. pneumoniae productora de
BLEE sigue presentando una distribucién de casos principalmente nosocomial o muy relacionada
con la asistencia sanitaria (46). En este microorganismo la tasa de BLEE se ha ido incrementando
en los ultimos afios, desde el 18,6% de 2015 a un 25,4% en 2016-2017, sobre todo debido a
infecciones nosocomiales donde el porcentaje es del 31,5%, dato muy superior al 12,7%
observado en infecciones adquiridas en la comunidad (47). Todo ello justifica la menor

diversidad clonal de los aislados de K. pneumoniae frente a los de E. coli (48).
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Segln los ultimos estudios internacionales, los brotes epidémicos de infecciones
hospitalarias causados por cepas multi-resistentes (MR) del género Klebsiella estan siendo
especialmente preocupantes (49). Se ha llegado a cuantificar que el 30% de los episodios de
bacteriemia nosocomial por K. pneumoniae pudieran estar producidos por cepas productoras
de BLEE (50). En unidades de pacientes criticos, donde el consumo de antibidticos es mayor y se
ejerce una fuerte presién antimicrobiana selectiva sobre los clones resistentes, junto al potencial
de transmisidn facilitado entre pacientes de estos microorganismos, el porcentaje es alin mayor,
y la produccién de BLEE casi alcanza al 45% de los episodios de bacteriemia causados por K.

pneumoniae (50).

En Espaia se han llevado a cabo diferentes estudios para conocer la prevalencia real de K.
pneumoniae y E. coli productora de BLEE, y se ha podido observar un cambio en el tipo de B-
lactamasa implicado. En el primer estudio nacional realizado en el afio 2000 (51), se analizaron
81 cepas de K. pneumoniae con sensibilidad disminuida a cefotaxima, ceftazidima, cefepima y
aztreonam, y se demostrd la presencia de BLEE en 70 cepas procedentes de 17 centros
hospitalarios. Posteriormente fue publicada la caracterizacion molecular de estas cepas que
presentaban 26 patrones diferentes mediante Rep-PCR, y los principales enzimas encontrados
fueron B-lactamasas de tipo TEM (3, 4, 25 y 133) y de tipo SHV (2,2a, 5 y 12), aunque también
aparecian 4 cepas que presentan una BLEE de tipo CTX-M-3 (52).En el afio 2006 se realizd un
segundo estudio nacional recogiéndose 162 aislados de K. pneumoniae que fueron
posteriormente caracterizados a nivel molecular (46). Se demostré la presencia de BLEE tipo
CTX-M (15, 1, 14,32y 9) en el 46,9% de los casos (53), lo que refrendaba la evolucidn observada

en el resto de Europa (54).

La diseminacion global de aislados de enterobacterias productoras de BLEE (55) ha obligado
a una amplia utilizacién de carbapenemas a nivel hospitalario ya que aunque estas cepas serian
en principio sensibles a penicilinas asociadas a inhibidores como amoxicilina/clavuldnico o
piperacilina/tazobactam (salvo otros mecanismo de resistencia presentes) su uso en
determinados momentos ha sido desaconsejado por el riesgo de fracaso terapéutico con estos
agentes (56). Este sobreuso de carbapenemas se ha relacionado con la aparicion de

enterobacterias resistentes a estos antibiéticos (57,58).

La resistencia a carbapenemas puede puede estar mediada por modificaciéon de proteinas
de membrana (porinas) unida a la produccién de cefalosporinasas (59) o a la hiperexpresién de

bombas de eflujo, pero principalmente se debe a la produccién de carbapenemasas.
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Las porinas presentes en la membrana externa de Klebsiella pneumoniae son unas proteinas
triméricas que constituyen canales rellenos de agua permitiendo el transporte de moléculas
hidrofilicas de pequefio tamafio (<600 Da) y algunos antibidticos, ademas pueden actuar como
receptores de bacteriocinas y bacteriéfagos y mantienen la integridad de la célula bacteriana.
Estas proteinas juegan un papel en la adherencia, invasidén y resistencia a la capacidad
bactericida del suero. K. pneumoniae presenta 2 proteinas mayores en su membrana externa:
OmpK35 y OmpK36, estas proteinas son homdlogas a OmpCy OmpF de Escherichia coli. Ademas
de estas dos proteinas presenta otra denominada OmpK37, que habitualmente se encuentra

inactiva (60).

OmpK35 permite la entrada de cefoxitina, cefotaxima y carbapenemas y su presencia
implica una reduccion de las CMIs de algunos antibidticos B-lactdmicos, quinolonas,
aminoglucdsidos, tetraciclina y cloranfenicol en al menos dos diluciones, pero cabe destactar la
importante disminucién de CMIs en cefamicinas, oximino-cefalosporinas, cefalosporinas
zwitterionicas e imipenem cuando se encuentra presente (61). La mayor parte de las cepas
productoras de BLEE suelen perder la expresion de esta proteina, lo que puede contribuir a la
resistencia antibiodtica y a la selecciéon de otros mecanismos (61). En el caso de la pérdida de
OmpK36, la otra proteina de membrana fundamental en K. pneumoniae en cepas productoras
de BLEE se ha relacionado con la elevacion de CMls a agentes B-lactamicos, ademas también se
ha relacionado con resistencia a carbapenemas en cepas con AmpC plasmidica y con resistencia
a quinolonas en cepas con alteracidn en las topoisomerasas o bombas de eflujo activas (60), sin
embargo este aumento en la resistencia viene acompanado de una disminucion en la virulencia
de las cepas por una mayor susceptibilidad a la fagocitosis mediada por neutréfilos (62). La
pérdida de ambas proteinas produce alto nivel de resistencia a cefalosporinas y un importante
incremento de la CMI a carbapenémicos (siendo mucho mas importante el efecto frente a

meropenem que sobre imipenem) (62).

Klebsiella pneumoniae puede expresar otras porinas como PhoE, LamA y OmpK26, que
pueden ser cruciales para el microorganismo en ausencia de OmpK35/36. La expresidén de
OmpK26 parece compensar la ausencia de estas proteinas pero conlleva una menor penetracion
de carbapenemas, reduciendo la sensibidad a estos antibidticos (60,63). Tanto la disminucion
en la expresion de PhoE como la de LamB parecen contribuir a la resistencia a carbapenemas

(64).

En K. pneumoniae también podemos encontrar bombas de eflujo capaces de expulsar

antibidticos, que pertenecen a cuatro familias diferentes: RND (Resistance-Nodulation-Division),
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MFS (Major Facilitator Superfamiliy), SMR (Small Multidrug Resistance) y MATE (Multidrug and
Toxin Extrusion), siendo la mas relevante desde el punto de vista de sensibilidad antibiotica el

sistema AcrAB que pertenece a la familia RND.

El sistema AcrAB perteneciente a la familia RND es de origen cromosdmico y esta codificado
por el operdn acrRAB, en el que el gen acrR codifica un gen represor de AcrAB, mientras que
acrA y acrB codifican una lipoproteina peripldsmica de 40 KDa anclada en la membrana interna
qgue une las membranas interna y externa y una proteina integral de membrana de 113,5 KDa
con 12 segmentos transmembrana, situados en la membrana citoplasmatica. La proteina AcrB
conecta una proteina externa de membrana denominada TolC. Esta bomba de eflujo es capaz
de actuar sobre diferentes sustratos como quinolonas, eritromicina, tetraciclinas, cloranfenicol,
aminoglucdsidos y antibidticos B-lactamicos (a excepcion de carbapenemas) aumentando sus
CMls. Algunos autores refieren que cuando se producen mutaciones en el gen represor de AcrAB
(acrR) se produce una hiperproduccion de AcrAB que lleva a un marcado incremento de la
resistencia a quinolonas y también se relaciona con resistencia a B-lactamicos y tigeciclina
(60,65). Padilla et al. refieren que otros factores se encuentran implicados en este aumento de
la resistencia, como la presencia de otros mecanismos de resistencia asociados o a la
sobrexpresion del activador transcripcional RamA (que se debe a las mutaciones del gen
regulador ramR) esta implicada en la sobreexpresién de AcrAB que conduce al aumento de

resistencia a los antibidticos antes mencionados (66—68).

Dentro del grupo RND encontramos otras bombas de eflujo implicadas en la aparicién de
resistencia a antibidticos, como OgxAB, de origen cromosémico en K. pneumoniae, aunque
también podemos encontrarla en esta especie vehiculada en un plasmido conjugativo de 52 Kb,
Una hiperexpresion del esta bomba contribuye a la reduccidn de sensibilidad a quinolonas

(60,69).

El mecanismo fundamental de resistencia a carbapenemas en enterobacterias es la
produccidon de carbapenemasas pertenecientes a tres clases de la clasificacion molecular de

Ambler (70):

e Clase A, que engloba enzimas del tipo KPC (Klebsiella Productora de Carbapenemasas),
NmcA, IMI, Sme y GES.
e C(Clase B, o metalo-B-lactamasas (MBL) (sobre todo enzimas del tipo VIM, IMP y NDM).

e Clase D o serin-carbapenemasas (OXA-48 y sus variantes)
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La primera carbapenemasa en K. pneumoniae se detecté en Japdn en el afo 1991 vy
pertenecia al grupo de las IMP (71), sin embargo el primer caso de resistencia a carbapenemas
mediada por carbapenemasas en Espafia se retrasd hasta el afio 2005, tratdndose de una
metalo-B-lactamasa del tipo VIM-1 (72). Aunque la diseminacién parecia iniciarse con pasos
titubeantes en un primer momento en nuestro pais en el que se detectaban casos aislados y
brotes esporadicos de carbapenemasas sobre todo de tipo VIM e IMP, progresivamente fue
aumentando originando brotes nosocomiales (27), semejando la evolucidn inicial que tuvieron
las BLEE y a la que hacian referencia Walsh et al. en su articulo de revisién previendo la

diseminacién que se podria producir (73).

La primera deteccidon de carbapenemasas de tipo OXA-48 se produjo en el afio 2001 en
Turquia, apareciendo en nuestro pais en el afio 2009, pero diseminandose con gran velocidad
por todo el territorio espafiol y causando brotes y situaciones de endemia fundamentalmente
en hospitales terciarios (74). De esta carbapenemasa ya se han descrito hasta 11 variantes y
empieza a detectarse incluso en infecciones adquiridas en la comunidad (45). Este enzima se
caracteriza por presentar un alto nivel de resistencia a penicilinas incluso asociadas a
inhibidores, una baja actividad hidrolitica de carbapenemas y nula actividad frente a
cefalosporinas y monobactams, pero una proporcién importante de las cepas productoras de
OXA-48 co-expresan B-lactamasas de espectro extendido o AmpC plasmidicas y algunos estudios
han resefiado su asociacién con otras carbapenemasas u otros genes plasmidicos de resistencia

a quinolonas o aminoglucdsidos (45).

En el caso de las carbapenemasas de tipo KPC, su asociacién con clones de alto riesgo como
el ST512 ha conducido a una diseminacion por todo el pais causando importantes brotes con
gran repercusion mediatica y gran impacto clinico (75,76). Si bien inicialmente la deteccidn de
casos de metalo-B-lactamasas de tipo NDM se asociaba a pacientes con estancia previa en India

(27), en la actualidad se ha detectado en brotes interhospitalarios (77).

La deteccién e identificacion de las carbapenemasas puede representar un reto para el
microbidlogo clinico. El diferente y variable grado de expresidén de estas enzimas puede generar
valores de concentracion minima inhibitoria (CMI) de las carbapenemas en el rango de
sensibilidad (78). Los genes que codifican carbapenemasas normalmente se encuentran en
elementos genéticos mdviles, pudiendo conferir al microorganismo resistencia (o capacidad de
adquirirla) a otras familias de antimicrobianos (59), por lo que es habitual encontrar casos de
resistencia extensa o pan-resistencia (26) frente a la que no hay una alternativa 6ptima de

tratamiento antibidtico.
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La magnitud del problema de la resistencia antibiética en la actualidad ha hecho que se
desarrollen estrategias a nivel nacional e internacional para detener su hasta ahora implacable
evolucion (79,80). La resistencia a carbapenemas en enterobacterias constituye uno de los
puntos de prioridad critica de la Organizaciéon Mundial de la Salud (80). En el afio 2010, ante la
grave crisis en la que nos encontrabamos debido a la diseminacion de mecanismos de resistencia
y al estacionamiento en la génesis de nuevos antimicrobianos, la Sociedad de Enfermedades
Infecciosas de Estados Unidos (IDSA) desarrollo la iniciativa “10 x 20” en colaboracion con el
gobierno de EEUU, sociedades cientificas, profesionales sanitarios, industria y universidades
teniendo por objetivo el desarrollo de 10 antibidticos nuevos, seguros y efectivos hasta 2020

(81).

Las nuevas alternativas antibidticas ya aprobadas en nuestro pais y basadas en el anillo B-
lactdmico como ceftazidima/avibactam o ceftolozano/tazobactam han demostrado efectividad
para el tratamiento de infecciones causadas por cepas productoras de BLEE y aunque
ceftolozano/tazobactam puede ser efectivo contra B-lactamasas de tipo OXA-48, no lo es frente
a las combinaciones de esta carbapenemasa con B-lactamasas de espectro extendido.
Ceftazidima/avibactam es activo frente a esta combinacién de mecanismos y frente a
carbapenemasas de clase A, aunque ya se han empezado a describir casos de resistencia (82,83).
En la Tabla 2 se recogen otros antibidticos que podrian ser efectivos frente a enterobacterias
resistentes a carbapenemas y se encuentran actualmente en fase de estudio o han sido

recientemente aprobados (84).
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Tabla 2. Antibidticos en desarrollo frente a enterobacterias resistentes a carbapenemas (84).

Estructura Antibidticos Fase de desarrollo

Carbapenema + inhibidor de

B-lactamasas derivado de acido Meropenem - vaborbactam Aprobado por FDA y EMA
borénico
. . Imipenem-cilastatina +
Carbapenema + cilastatina + Fase 2
o ETX2514SUL
inihibidor de . . .
. L Imipenem-cilastatina +
B-lactamasas (diazabiciclooctanona) Fase 3
relebactam
Carbapenema + inhibidor de B-
. . Meropenem-nacubactam Fase 1
lactamasas (diazabiciclooctanona)
Cefalosporina + inhibidor de .
Cefepime + AAI101 Fase 3
B-lactamasas
. o Cefepime + VNRX-5133 Fase 1
Cefalosporina + inhibidor de . .
. . Cefepime + Zidebactam Fase 1
B-lactamasa (diazabiciclooctanona)
ETX0282CPDP Fase 1
B-lactamico AIC499 Fase 1
Monobactam BOS-228 (LYS228) Fase 2
B-lactamico sideréforo Cefiderocol Fase 3
Aminoglucésido Plazomicina Aprobado FDA
. Eravaciclina Aprobado FDA
Tetraciclinas
TP-6076 Fase 1
Lo SPR741 Fase 1
Polimixina
SPR206 Fase 1

En los casos de resistencia extensa, el Gltimo recurso son antibidticos como colistina,
tigeciclina, fosfomicina o amikacina (85—-87), cuyo perfil de eficacia y seguridad no ha sido
suficientemente estudiado en este contexto (59). Debemos tener en cuenta que esta
sobreutilizacion de estos antimicrobianos también conduce a la aparicion de resistencias, siendo
cada vez es mas frecuente encontrar casos de resistencia a colistina durante el tratamiento
fundamente debidos a modificaciones en el lipopolisacarido de la membrana externa (88). Otro
mecanismo de resistencia a colistina con gran trascendencia debido a su posibilidad de
diseminacién es la modificacién del lipido A del lipopolisacarido de la membrana externa con la
adicién de un residuo fosfoetanolamina mediante enzimas con actividad fosfoetanolamina-
transferasa. El gen que codifica estos enzimas se denomina mcr, se encuentra vehiculado en
plasmidos y fue descrito por primera vez en el afio 2016 en China, pero en los Ultimos afios ya
se han descrito hasta 8 variantes y se han detectado casos en todo el mundo (89-96). En el
estudio de epidemiologia global publicado por Bradford et al. en el afio 2015, la tasa de
resistencia en enterobacterias productoras de carbapenemasas era del 12%, de las cuales en el

95% el microorganismo implicado era Klebsiella pneumoniae (97).
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Hasta la fecha se han comunicado mds de 60 brotes hospitalarios de infecciones causados
por K. pneumoniae productora de BLEE (98). Clasicamente, el tracto gastrointestinal inferior de
los pacientes colonizados ha sido aceptado como el principal reservorio de estos
microorganismos (99), y se ha documentado la contaminacidn cruzada a través de las manos del
personal sanitario en el medio hospitalario. Sin embargo, cada vez se dispone de nuevas
evidencias acerca de la posible existencia de otros reservorios (como alimentos o elementos del
entorno ambiental cercano) que podrian contribuir a la diseminacidn de estas enterobacterias

productoras de BLEE (100).

Para el estudio de los brotes nosocomiales causados por bacterias multirresistentes son
necesarias herramientas basadas en la bacteriologia cldsica (estudio y comparacion de las
caracteristicas de las bacterias y su fenotipo en el antibiograma) y otras de tipificacién molecular
que permiten conocer la clonalidad de los aislados, asi como confirmar la fuente de infeccidon
reservorio. Entre las técnicas de tipificacion molecular, la técnica considerada de referencia es
la electroforesis en campo pulsado (PFGE) por su elevado poder de discriminacidn pero, por su
elevado coste, laboriosidad y la dificultad en la interpretacidén de los resultados obtenidos, en
los laboratorios asistenciales se utilizan con mayor frecuencia técnicas basadas en la reaccion en
cadena de la polimerasa, como la PCR de secuencias de ADN repetidas (Rep-PCR). Otras técnicas
basadas en secuenciacion como el tipado por secuenciacién de multiples loci (MLST), el core-
genome MLST (cg-MLST) o la secuenciaciéon gendmica completa se utilizan para estudios

epidemioldgicos globales o para analizar la estructura poblacional de los mismos (101).

La técnica de PFGE se basa en la digestién del ADN cromosdmico con un enzima de
restriccidn de corte poco frecuente, permitiendo la obtencién de fragmentos que se separaran
mediante una electroforesis en campo pulsado (en la que la direccidon del campo eléctrico se
cambia periddicamente) obteniendo un mayor nimero de fragmentos del que se obtendria en
una electroforesis convencional. La comparacion entre las bandas (fragmentos) obtenidas de las
diferentes cepas estudiadas permite identificar los clones (101). Habitualmente para la
interpretacion se utilizan los criterios establecidos por Tenover et al. en el aiio 1995, en el que
consideraba dos cepas indistinguibles si no presentaban ninguna banda de diferencia, cepas muy
relacionadas si presentaban un maximo de 3 bandas de diferencia, cepas posiblemente
relacionadas si tenian hasta 6 bandas de diferencia y cepas no relacionadas si presentan 7 o mas
bandas de diferencia (102). La comparacion de patrones de bandas cuando se estan estudiando
muchas cepas se torna muy complicada, por ello en la actualidad se prefiere utilizar

herramientas informaticas que permiten hacer el analisis de forma mas sencilla y rapida,
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utilizando habitualmente como punto de corte para considerar cepas como relacionadas un 80-

85% de semejanza (103).

Las técnicas basadas en PCR se basan en amplificacion de genes o secuencias cromosémicas
gue se encuentran distribuidas por el cromosoma, que posteriormente son separados mediante
electroforesis. Estas técnicas presentan una menor laboriosidad y una mayor flexibilidad y
rapidez en la obtencion de resultados, asi como una menor dificultad a la hora de interpretarlos,
puesto que el nimero de bandas (amplicones) obtenidos es menor que el nimero de
fragmentos que se obtendria en la PFGE (101). Dentro de estas técnicas cabe destacar

fundamentalmente dos:

e PCR con cebadores arbitrarios, también conocida como Amplificacién al azar de ADN
polimdrfico (RAPD por sus siglas en inglés): Se basa en utilizar un Unico cebador de unos
10 nucledtidos que hibrida aleatoriamente con regiones inespecificas del cromosoma,
generando un patrén de bandas en la electroforesis que puede ser comparado. El poder
de discriminacion de esta técnica es inferior al de la PFGE, pero puede incrementarse
utilizando varios cebadores en reacciones independientes (101).

e Rep-PCR: Se basa en la utilizacidn de cebadores que hibridaran con secuencias de ADN
repetitivas de funcidén desconocida. Hay 3 familias de secuencias repetitivas: las
secuencias repetitivas palindrémicas extragénicas (secuencias REP), las secuencias
consenso repetitivas intragénicas de enterobacterias (secuencias ERIC) i las secuencias
o elementos BOX. Dentro de estas tres familias las mas utilizadas son las secuencias REP.
El proceso de REP-PCR puede automatizarse, encontrando en el mercado el sistema
Diversilab que presenta una mayor reproducibilidad que la técnica manual y una analisis
mas sencillo porque incorpora su propio software de analisis, pero supone un mayor

coste econdmico (101).

Las técnicas descritas hasta ahora presentan como uno de sus principales inconvenientes la
variabilidad interexperimento, haciendo dificil la comparacién de patrones de bandas obtenidos
en diferentes laboratorios o momentos temporales. Por tanto son muy utiles para determinar
la existencia de un brote, pero no nos permiten saber si la cepa implicada es la que se encuentra

circulando en otro hospital, comunidad o pais.

Las técnicas basadas en secuenciacion permiten obtener resultados objetivables, que se
pueden almacenar en formato electrdnico y pueden ser intercambiados entre laboratorios.

Dentro de las técnicas basadas en secuenciaciéon encontramos:
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MLST: Realiza un andlisis filogénetico basado en el alineamiento genético (SNPs) de 6-7
genes altamente conservados permitiendo estudiar estructura poblacional en un brote
bacteriano y construir un mapa de transmisién. En el caso de Klebsiella pneumoniae los
genes a analizar (cuyo tamafo permite su estudio mediante secuenciacién de Sanger),
las secuencias de los cebadores utilizados y las condiciones de amplificacién se
describen en el articulo elaborado por Diancourt et al. (104). Los resultados pueden
analizarse en las bases de datos disefiadas a tal efecto y disponibles en Internet. Las mas
frecuentemente utilizadas internacionalmente son las de la Universidad de Oxford
(https://pubmlst.org/) y las del instituto Pasteur (https://bigsdb.pasteur.fr/) en el que
encontramos la base de datos utilizada en K. pneumoniae. Los resultados obtenidos
permiten conocer que alelo de cada gen esta presente en nuestra cepa en estudio y en
perfil alélico genera el secuenciotipo (ST). La técnica de MLST permite realizar estudios
epidemioldgicos globales pero no resulta util para el estudio de un brote ya que tiene
un bajo poder de discriminacién (101).

r-MLST: La técnica es similar a la de MLST clasica pero se estudian 52 a 53 genes que
codifican subunidades proteicas ribosomales (105). Es un método poco utilizado en K.
pneumoniae.

whole-genome MLST (wgMLST): En este caso se analizan todos los loci de un
microorganismo dado, incluso regiones intergénicas si estan definidas (105).

cg-MLST: Se analizan los genes que componen el genoma principal o core-genome
excluyendo los genes accesorios(105). El esquema de cgMLST para Klebsiella

pneumoniae fue descrito por Zhou et al. en el afio 2017 (106).

Estas tres ultimas técnicas se basan en la secuenciacién del genoma completo, por tanto su

realizacion no se encuentra disponible en la actualidad en la mayor parte de los laboratorios de

microbiologia asistenciales.

La secuenciacidon gendmica completa permite identificar cambios en una Unica base (SNPs)

en todo el genoma. Este andlisis de polimorfismos ya se ha utilizado para trazar la historia

filogenética de determinados patdégenos o estudiar la cadena de transmisidn de brotes

(107,108), Sin embargo, aunque permite identificar los aislados pertenecientes a un brote, el

gran numero de SNPs de diferencia que puede existir entre dos microorganismos que se

consideran relacionados dificulta la aplicacién de un punto de corte simple en el andlisis (109).

Sin embargo, una de sus principales ventajas es que permite conocer también otros factores

implicados en la evolucidn clinica como los mecanismos de resistencia no sélo transmisibles sino
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también aquellos debidos a mutaciones puntualesy factores de virulencia (110). En la actualidad
los estudios que utilizan la secuenciacion gendmica en el estudio de un brote en tiempo real adn
son minoritarios ya que a pesar del abaratamiento en costes sigue siendo necesario unos
conocimientos de bioinformatica amplios y un equipamiento informatico potente para el

manejo adecuado de los datos.

La definicion de secuenciotipos mediante MLST ha permitido conocer la epidemiologia
global de los microorganismos y determinar que ST (o clones) son mas prevalentes. Estos
estudios a nivel mundial han permitido definir lo que se denominan “clones de alto riesgo”
debiendo cumplir los siguientes requisitos: distribucion global, asociacién de varios
determinantes de resistencia a antimicrobianos, habilidad para colonizar y persistir en el
hospedador durante periodos prolongados, transmision efectiva entre hospedadores,
adaptabilidad y patogenicidad incrementadas y causar infecciones graves y/o recurrentes (111).
Definiremos complejo clonal (CC) a una agrupacidon coherente biolégicamente que se ha
diversificado recientemente desde un ST fundador comun y que normalmente presenta un Unico
alelo de diferencia con su fundador (single locus variant o SLV) (112). En la revisién publicada
por Mathers et al. en el afio 2015 se reconocia al complejo clonal 258 de K. pneumoniae como

clon de alto riesgo ya que cumplia todos los requisitos establecidos.

En el estudio publicado por Navon-Venezia et al. se definié clon de alto riesgo aquel que
hubiera causado al menos 4 brotes reconocidos y hubiera sido descrito en al menos 10 paises.
En la Tabla 3 se recoge la relacidn de STs de alto riesgo descrita en esta revision. Cabe destacar
qgue 7 clones relacionados con brotes importantes: ST16, ST20, ST48, ST307, ST336, ST340 y

ST395y no fueron clasificados de alto riesgo por no cumplir su definicién (71).
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Tabla 3. Clones de alto riesgo en Klebsiella pneumoniae (modificado de Navon-Venezia et al.) (71)

Complejo ST Mecanismos de resistencia con los que se ha Ne de paises en los
clonal relacionado que se ha detectado
258 Carbapenemasas: KPC, VIM 35
B-lactamasas de espectro extendido: CTX-M, SHV
258 Carbapenemasas: KPC, OXA, NDM, VIM, IMP
11 B-lactamasas de espectro extendido: CTX-M, SHV, SFO 35
B-lactamasas de tipo AmpC: DHA
512 Carbapenemasas: KPC 11
Carbapenemasas: KPC, OXA, NDM, VIM, IMP
15 B-lactamasas de espectro extendido: CTX-M, SHV 26
B-lactamasas de tipo AmpC: DHA, CMY
15

Carbapenemasas: KPC, OXA, NDM
14  B-lactamasas de espectro extendido: CTX-M, SHV, TEM 22
B-lactamasas de tipo AmpC: DHA, CMY, FOX

Carbapenemasas: KPC, OXA, NDM, VIM, IMP
147 147 B-lactamasas de espectro extendido: CTX-M, SHV 30
B-lactamasas de tipo AmpC: DHA, CMY

Carbapenemasas: KPC, OXA, NDM, VIM
37 37 B-lactamasas de espectro extendido: CTX-M, SHV, TEM 15
B-lactamasas de tipo AmpC: DHA

Carbapenemasas: KPC, OXA, NDM, VIM
101 101 B-lactamasas de espectro extendido: CTX-M, SHV, TEM 25
B-lactamasas de tipo AmpC: DHA

Carbapenemasas: KPC, OXA, NDM, VIM
17 17  B-lactamasas de espectro extendido: CTX-M, SHV, TEM 11
B-lactamasas de tipo AmpC: DHA

La descripcidn de los factores de riesgo asociados a la colonizacién o infeccién por cepas de
K. pneumoniae productora de BLEE ha sido objeto de multiples estudios. En pacientes sanos los
factores de riesgo asociados a colonizacidén por enterobacterias productoras de BLEE segun el
metaanalisis publicado por Karanika et al. en el aino 2016 en el que se incluyeron 66 estudios
son el origen geografico (Pacifico este y sudeste asiatico), la antibioterapia en el tltimo afio (pero
sin datos relacionados con el tipo de antibidtico), la realizacion de viajes internacionales (sobre
todo a zonas de alta prevalencia de BLEE como India), sin embargo en este tipo de pacientes no
se observé relacion del estado de portador con ingresos hospitalarios previos o contacto con

animales (113).
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Friedmann et al. analizaron los factores de riesgo al ingreso de un paciente asociados a
colonizacion por BLEE encontrando como tales la edad>65 afios y la antibioterapia previa (114).
En estudio publicado por Harris et al. los factores de riesgo asociados a la colonizacidon por
enterobacterias BLEE en pacientes ingresados en una unidad de cuidados intensivos fueron en
uso previo de piperacilina/tazobactam o vancomicina, la edad >60 afios y tener una enfermedad
subyacente crdénica (115). Otros factores que han sido asociados con colonizacion o infeccidn
han sido: la estancia previa en una unidad de cuidados intensivos, la exposicidon previa a
multiples antibidticos (fluoroquinolonas, B-lactdmicos, aminoglucdsidos y cotrimoxazol), la
necesidad de ventilacion mecdnica invasiva y cirugia previa (7,116—118). El estado de portador
de enterobacterias productoras de BLEE produce un incremento del riesgo de infeccién en mas

de tres veces por estos microorganismos frente a pacientes no colonizados (117).

La demostrada asociacion de bacterias MR con el aumento en la morbi-mortalidad de los
pacientes, estancia hospitalaria y coste sanitario, asi como la limitacion de las opciones
terapéuticas explica la importancia clinica del control de estos microorganismos en hospitales y
centros socio-sanitarios (119). La identificacidon de pacientes colonizados permite poner en
marcha estrategias de control de infeccidn para evitar la diseminacidn de estos microorganismos

a otros pacientes y el riesgo de infeccidn asociado.

La identificacion de pacientes colonizados en la actualidad se puede realizar a través de dos
vias: los cultivos de vigilancia epidemiolégica tradicionales y las técnicas basadas en la
amplificacion de acidos nucleicos. En ambos casos la muestra mds adecuada para la
identificacion de portadores de enterobacterias BLEE es el frotis rectal o perianal ya que el tracto

gastrointestinal es el reservorio habitual de estos microorganismos en el ser humanos (120).

En el cultivo de vigilancia tradicional se utilizaran medios de cultivo suplementados en
antibidticos, cefalosporinas en el caso de bldsqueda de enterobacterias BLEE que nos permiten
seleccionar estos microorganismos de la flora fecal y realizar su identificacidon y estudio de
sensibilidad. Se ha debatido mucho si es necesario dar la informacidn del antibiograma obtenido
al médico solicitante ya que puede llevar a un tratamiento innecesario del paciente, pero lo
cierto es que conocer el antibiograma ayuda en la decisién del tratamiento empirico a iniciar en
un paciente grave que puede encontrarse en situacién de sepsis o shock séptico, y en el que el
riesgo de mortalidad en el fracaso terapéutico es alto. El cultivo de vigilancia tradicional permite
conservar las cepas para estudios que puedan ser necesarios en un futuro (como las técnicas de
tipificaciéon molecular en el caso de sospecha de brote) pero tiene como inconveniente que el

resultado habitualmente se obtiene a las 24-48 horas tras la obtencion de la muestra.
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Las técnicas basadas en la amplificacién de acidos nucleicos tienen como principales
ventajas la mayor sensibilidad frente al cultivo y su inmediatez, pudiendo obtener resultados
incluso en menos de dos horas desde la obtencion de la muestra, pero Unicamente nos
identificaran los genes de resistencia disefiados en el ensayo y que ademas en caso de resultado
positivo habitualmente requerirdn un cultivo posterior para los estudios de sensibilidad
antibidtica o tipificacién molecular. La deteccion precoz puede traducirse en una disminucién
de la transmisidn y en consecuencia una menor morbi-mortalidad, pero estas técnicas resultan
mucho mas caras que las basadas en cultivo y el analisis coste-eficacia debe ser realizado en

cada situacion (121).

Los puntos clave del control de un brote hospitalario por microorganismos MR se sostienen
sobre cuatro pilares: el seguimiento de las precauciones estandar entre las que se incluye
fundamentalmente la higiene de manos (122), seguida de la instauracién de precauciones de
contacto en pacientes colonizados (123), la identificacién de estos pacientes mediante cultivos
de vigilancia epidemioldgica (124), la realizacién de una intervencién educacional adecuada

dirigida al personal sanitario (125), y la limpieza exhaustiva de superficies (126).

Mucho mas discutida es otra de las estrategias descritas en la literatura: la utilizacidon de
descontaminacion digestiva selectiva (DDS), que parece tener utilidad para erradicar el estado
de portador orofaringeo e intestinal de bacilos gramnegativos, asi como disminuir la tasa de
infeccidn global por estos microorganismos (127); sin embargo, también se ha relacionado con
aparicion de resistencias a los componentes de la solucién de DDS en K. pneumoniae productora

de BLEE tras un uso prolongado (128).

En la Unidad de Cuidados Intensivos del Hospital Universitario y Politécnico La Fe en octubre
de 2010 se inicid un programa de vigilancia epidemiolégica activa que se mantiene hasta la fecha
actual debido a la situacion inicial de endemia presente causada por Acinetobacter baumannii.
Asi, se realizan cultivos de vigilancia epidemioldgica con periodicidad semanal a todos aquellos
pacientes con estancia en la unidad superior a dos dias, y al ingreso a los pacientes con factores
de riesgo conocidos para microorganismos MR. El objetivo de estos cultivos es detectar la
presencia de Acinetobacter baumannii MR, Pseudomonas aeruginosa resistente a
carbapenemas, Staphylococcus aureus resistente a la meticilina y enterobacterias con B-
lactamasas adquiridas (BLEE, AmpC plasmidica, carbapenemasas) para el aislamiento de

contacto de los pacientes colonizados.
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A partir de diciembre de 2011 se observd un incremento de los aislados de K. pneumoniae
productora de BLEE, detectdandose mds de 100 pacientes colonizados o infectados hasta junio
de 2014. Esta observacion obligd a realizar un analisis epidemioldgico de las causas (factores de
riesgo, busqueda de vector o reservorio, etc.) y consecuencias (morbi-mortalidad, aislamientos,
higiene, tratamientos empiricos, politica de antibidticos, etc.) que tuvo en nuestros enfermos,
ademads de requerir una descripcién del agente etioldgico implicado (estudios de clonalidad y

tipificacién molecular del mecanismo de resistencia) y de las medidas de control establecidas.
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2. OBJETIVOS

Los objetivos enunciados a continuacidon pretenden analizar en profundidad la situacion
epidemiolégica tanto desde el punto de vista microbiolégico como clinico en la Unidad de
Cuidados Intensivos, contribuyendo con sus resultados al control de la infeccidon nosocomial en

el centro.

1. Estudio microbioldgico de los aislamientos de Klebsiella pneumoniae productora de
BLEE en la Unidad de Cuidados Intensivos en el periodo comprendido entre octubre de
2011y junio de 2014.

a. Estudios de epidemiologia molecular de los aislados.

b. Caracterizacion molecular del mecanismo de resistencia a B-lactamicos de los
aislados de K. pneumoniae productora de B-lactamasa de espectro extendido.

c. Estudio de la presencia de genes transmisibles de resistencia a colistina (mcr)

d. Estudio de factores de virulencia asociados a la capsula polisacaridica de K.
pneumoniae.

e. Estudio mediante secuenciacion gendmica de otros mecanismos de resistencia
y factores de virulencia de la cepa implicada en el brote nosocomial en estudio.

f. Descripcién de la epidemiologia de este microorganismo en la Unidad (estudios

de incidencia y prevalencia)

2. Estudio de las caracteristicas clinico-epidemioldgicas de los pacientes
colonizados/infectados por K. pneumoniae productora de B-lactamasa de espectro
extendido asociada al brote nosocomial en el periodo comprendido entre octubre de

2011 y junio de 2014:

a. Estudio de casos y controles (pacientes colonizados por el clon de K.
pneumoniae productora de BLEE asociado al brote nosocomial frente a

pacientes no colonizados por este microorganismo)

b. Realizar un estudio comparativo de las caracteristicas clinicas observadas entre
los enfermos con aislamiento del clon de K. pneumoniae productora de BLEE
asociado al brote nosocomial que desarrollaron un proceso infeccioso frente a

los que no lo desarrollaron.
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3. MATERIAL Y METODOS

Dados los objetivos del trabajo el apartado de metodologia se ha subdivido en dos partes
principales, la primera de ellas relacionada con el estudio microbiolégico realizado para describir
la epidemiologia de Klebsiella pneumoniae productora de BLEE en la Unidad de Cuidados
Intensivos y la segunda relacionada con el estudio de factores de riesgo asociados a la

colonizacion o infeccidn por este microorganismo.

3.1. Estudio microbioldgico

Durante el periodo de estudio 4067 pacientes ingresaron en la Unidad de Cuidados
Intensivos (5370 ingresos hospitalarios) con una estancia media de 4,85 dias, una edad media
de 61 afios, siendo el 64,9% varones. Durante el periodo de estudio el 3,64% de los pacientes

desarrollaron una colonizacion o infeccién por Klebsiella pneumoniae productora de BLEE.

Tipo de estudio: Estudio descriptivo retrospectivo de la epidemiologia de Klebsiella
pneumoniae productora de BLEE en el periodo comprendido entre el 1 de diciembre de 2011 al
30 de junio de 2014 en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) del Hospital Universitario y
Politécnico La Fe (HU y P La Fe).

Pacientes: Durante el periodo de estudio 158 de los pacientes que ingresaron en UCI fueron
diagnosticados de colonizacién o infeccidn por K. pneumoniae BLEE, de 137 de estos pacientes
fue posible recuperar la cepa para su estudio microbioldgico. Tras los estudios de tipificacién
molecular se logré establecer que grupo de pacientes se habian visto afectados por el brote y

sus caracteristicas de describiran en el apartado de resultados.

3.1.1. Revisién de los resultados microbiologicos

Se revisaron los resultados de los cultivos de vigilancia epidemiolégica realizados de forma
rutinaria en la UCI del HU y P La Fe para determinar que pacientes habian presentado
colonizacion o infeccion por K. pneumoniae que por su fenotipo de sensibilidad fuera subsidiaria
de tener una B-lactamasa de espectro extendido. Las cepas aisladas en cultivos de vigilancia son

congeladas en glicerol a -202C de forma rutinaria en el cepario del Servicio de Microbiologia.

Asi mismo se revisaron los resultados de sensibilidad de los aislamientos Klebsiella
pneumoniae de muestras clinicas a fin de realizar un informe acumulado de sensibilidad de

algunos antibiéticos P-lactamicos (cefalosporinas de 32 generacién, aztreonam, penicilinas

pag. 43



asociadas a inhibidores y carbapenemas) para poder establecer comparaciones con otras

poblaciones. Para ellos se tuvieron en cuenta los siguientes criterios:

Andlisis de los datos efectuado mediante el programa WHONET, siguiendo las
recomendaciones del documento “Preparacién de informes acumulados de sensibilidad
a los antimicrobianos” (129).

Inclusién de resultados validados e informados.

Inclusién de porcentajes de sensibilidad de antibiéticos/aislados con N>30.

Exclusiéon de resultados procedentes de cultivos de vigilancia epidemiolégica, que
sobreestimarian los porcentajes de resistencia.

Inclusion de un resultado de paciente por cada interpretacién de antibidtico
considerando diferencias de interpretacion mayores (siguiendo las recomendaciones
del Study Group for Antimicrobial Resistance Surveillance (ESGARS) de la European
Society for Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID) y por episodio
(definiendo este ultimo en un espacio temporal de 30 dias, independientemente del
sitio anatémico de recogida).

Los puntos de corte de sensibilidad utilizados corresponden a los publicados por el
Clinical Laboratory and Standards Institute en el documento Performance Standards for

Antimicrobial Susceptibility Testing del afno 2014 (M100-524)(130).

3.1.2. Estudio de sensibilidad

Se repitid el antibiograma mediante disco-difusidn siguiendo metodologia y puntos de corte

establecidos por CLSI en su documento M100-S24 de 2014 (130). Los antibiogramas obtenidos

fueron interpretados y fotografiados para que esta imagen fuera de ayuda en la seleccién de las

cepas a estudiar (una por fenotipo y paciente). Para facilitar la interpretacién de los

antibiogramas presentados en el apartado de resultados en la Figura 1 se muestra un

antibiograma indicando la posicién de los antibiéticos en el mismo. Durante la realizacién de

esta tesis se modifico la plantilla del antibiograma sustituyendo el disco de ampicilina/sulbactam

por gentamicina. Para la confirmacién de la produccidn de BLEE se utilizé la prueba de difusion

del doble disco.
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~ Amoxicilina - Ceftazidima
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Cotrimoxazol Ciproﬂoxac}n/o

P

Figura 1. Plantilla del antibiograma

Prueba de difusion del doble disco: Este método consiste en la realizacion de un

antibiograma convencional situando un disco de amoxicilina/acido clavulanico (20/10 pg) a una

distancia aproximada de 30 mm de discos con carga estandar (30 pg) de cefotaxima, ceftazidima

y aztreonam. La ampliacion del halo de inhibicion de estos ultimos en las proximidades del disco

de amoxicilina/acido clavulanico indica la presencia de BLEE (131). En la Figura 2 se muestra un

resultado positivo en esta prueba.

Figura 2. Prueba de difusion del doble disco (resultado positivo)
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Ante una disminucién de sensibilidad a los antibidticos carbapenémicos probados se

procedio a realizar el estudio fenotipico de deteccidon de carbapenemasas mediante el test de

discos combinados.

Prueba de discos combinados: Para realizar esta técnica se utilizard el kit de discos

combinados KPC, MBL and OXA-48 Confirm Kit (Rosco Diagnostica, Taastrup, Dinamarca)

siguiendo las siguientes consideraciones:

Las carbapenemasas de clase A hidrolizan todos los B-lactdmicos y son inhibidas por el 4cido
fenil-bordnico, por tanto los estudios fenotipicos para la caracterizacion de estas
carbapenemasas se basan en la recuperacién de la actividad de los antibidticos
carbapenémicos en presencia de este compuesto. La deteccidon de carbapenemasas se
realizard comparando el halo de inhibicién de tabletas de meropenem con y sin acido fenil-
bordnico. Esta técnica tiene una alta sensibilidad pero baja especificidad ya que existen
cepas productoras de B-lactamasas tipo AmpC con disminucion de sensibilidad a
carbapenemas debida a disminucién de la permeabilidad por pérdida de porinas en las que
la AmpC que también darian resultados positivos en esta prueba. La adicién de discos de
meropenem con cloxacilina (capaz de inhibir las B-lactamasas de tipo AmpC pero no las
carbapenemasas de clase A) se evita este problema. Si se detecta recuperacién de la
actividad de meropenem (halo > 5mm) con acido fenil bordnico y cloxacilina la disminucion
de sensibilidad se atribuird a la produccion de B-lactamasas de tipo AmpC + pérdida de
porinas, si se detecta recuperacién de la actividad sélo en presencia de acido fenil-bordnico
se sospechard la presencia de una carbapenemasa de clase A. En la Figura 3 se muestra un

resultado positivo para carbapenemasas de clase A (121).

Las carbapenemasas de clase B se inhiben por la accién de EDTA o dacido dipicolinico
(quelantes que se unen al ion Zinc presente en su centro activo impidiendo su actividad),
por tanto la comparacion del halo de inhibicion de un disco de meropenem frente a un
disco de meropenem combinado con acido dipicolinico o EDTA permite la deteccién de
estas carbapenemasas. La recuperacién de la actividad de meropenem asociandolo con el
inihibidor (incremento del halo de inhibicion > 5mm) se interpretard como produccién de
una carbapenemasa de clase B. En la Figura 4 se muestra un resultado positivo para

carbapenemasas de clase B (121).

Las carbapenemasas de tipo OXA-48 no se inhiben por la accién de ninguno de estos

agentes (acido fenil-bordnico, cloxacilina o agentes quelantes) pero si que suelen presentar
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un alto nivel de resistencia a temocilina y piperacilina/tazobactam. Por tanto en ausencia
de sinergia con inhibidores y resistencia a piperacilina/tazobactam y temocilina debera
sospecharse la presencia de una carbapenemasa de tipo OXA-48, aunque esta sospecha
debera ser confirmada mediante un método genotipico, ya que estas resistencias no son

marcadores especificos de estas carbapenemasas (121).

Figura 4. Carbapenemasa de clase A Figura 3. Carbapenemasa de clase B (MBL).

Sensibilidad a colistina: En aquellos casos en los que se observé una desaparicion del
halo de inhibicién de colistina en el antibiograma realizado por disco-difusién se realizé un
estudio de sensibilidad complementario a este antibidtico utilizando la técnica de microdilucion
comercial Sensititre™ FRCOL (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, E.E.U.U.) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

3.1.3. Microbiologia molecular

Extraccion de ADN por calor: En todos los casos, salvo especificacion, para los estudios de
microbiologia molecular en los que se requeria extraccién del ADN bacteriano se utilizé esta
técnica por su simplicidad. El proceso utilizado fue: elaboracion de una suspensién de un asa de
la bacteria (1 uL) en 1 mL de agua bidestilada, calentamiento de dicha suspensién a 1002C
durante 10 minutos, enfriamiento en hielo durante 5 minutos seguido de centrifugacién durante

2 minutos a 13.000 rpm para separar el sobrenadante que contenia el ADN bacteriano.

Composicidon de la mezcla de reaccion: Debido a que la composicién de la mezcla de
reaccidon suele ser la misma en todas las reacciones de amplificacion de ADN, salvo la
concentracién de cloruro magnésico o de los diferentes oligonucleétidos que puede ser variable,
en la Tabla 4 se detalla la composicidon habitual que se utilizé en los diferentes estudios

moleculares. Salvo especificacidon directa, esta fue la composicidn utilizada en todas las técnicas.
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Tabla 4. Composicion Mezcla de reaccion (20 muestras)

Reactivo Volumen (pL) Concentracion final
Buffer (GoTaq Flexi Buffer) 5x 200 1x

MgCl2 80 2mM

dATP 2 0.2 mM

dTTP 2 0.2 mM

dCTP 2 0.2 mM
dGTP 2 0.2 mM
Oligonucleétido/s - F 5 0.5 pM
Oligonucleétido/s- R 5 0.5 M

H20 bidestilada libre de RNAsas hasta 800 pL

Composicidn de la reaccion de PCR: En todos los casos, salvo especificacion, se utilizé por
cada reaccion de PCR: 40 pL de mezcla de reaccion + 0,5 L Taq polimerasa GoTaq (Promega,

Madison, WI, EEUU) + 10 pL de DNA.

Electroforesis: Salvo especificacion expresa la electroforesis se realizé en un gel de agarosa
al 2% previamente marcado con PeqGreen (Peglab, Reino Unido) (6 uL por cada 100 mL de
agarosa fundida). La duracién habitual de la electroforesis fue de 40 minutos con un voltaje de
100 v. El marcador de peso molecular utilizado (Promega, Madison, WI, EEUU) generaba 6
bandas a 50, 150, 300, 500, 750 y 1000 pb. La visualizacion de los geles se realizé en el sistema

de visualizacion Proxima 2500-T (Isogen, Alemania) a 302 nm.

Secuenciacidn: Los pasos a seguir para realizar la secuenciacién de Sanger por electroforesis
capilar son idénticos independientemente de la regidon que se pretenda secuenciar,

exponiéndose a continuacién:

1) Amplificacion de la regidon que se pretende secuenciar utilizando los oligonucledtidos y
protocolo de PCR adecuados (detallados en cada apartado).

2) Electroforesis en gel de agarosa al 2% para comprobar que la amplificacién habia sido
correcta.

3) Purificacion del producto amplificado utilizando el sistema QIAQuick PCR Purification Kit
(Qiagen, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante.

4) Medicion del ADN utilizando en espectofotometro Nanodrop Lite, que mide la
concentracién de acido nucleico a 260 nm y la pureza con una relacion de absorbancias
entre 260/280. La relacion A260/280 es muy estable y se considera que un ADN de pureza

6ptima si tiene un valor entre 1.8-2.0.
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5)

5)

6)

7)

8)

Calidad del DNA obtenido: Un ADN de pureza aceptable debe tener al menos una relacion
A260/280>1.6. Un valor A260/280 < 1.6 indica una posible contaminacidn por compuestos
aromaticos como fenoles y proteinas. Un relacién A260/280 > 2.1 podria deberse a la
presencia de ARN en la muestra. A 230 nm absorben contaminantes como como sales
caotrépicas, fenoles o carbohidratos. Se considera que el ADN es puro cuando el ratio
A260/230 se sitla en torno 1.5-2.2. Un ratio menor de 1.5 indicaria presencia de
contaminantes en la muestra, pero esta relacidn resulta mucho mds variable que la relaciéon
A260/280 dependiendo de factores como la concentracidon de ADN o de la composicién del
tampodn de resuspensién de la muestra.

Reaccion de secuenciacion: Se utilizé Genome Lab DTCS Quick Start Kit (Beckman Coulter,
CA, EEUU). La reaccidn de secuenciacién se realizé utilizando aproximadamente 100 ng de
DNA por reaccion diluido en 11 plL de agua bidestilada + 1 L de oligonucleétido (5 uM) +
9 ulL Quick Start Kit. Este kit contiene dNTPs, ddNTPs marcados, Tris-HCIl, MgCl,, tampdn de
reaccion a pH= 8,9, pirofosfatasa y ADN polimerasa | termosecuenasa). Esta reaccién se
realizé por duplicado por cada secuencia a estudiar, una por cada oligonucleétido (forward
y reverse). Los oligonucledtidos empleados en la reaccidon de secuenciacién fueron los
mismos que los utilizados en la reaccion de amplificacion salvo indicacidn expresa. La curva
térmica de la reaccion de secuenciacion es: 962C 2 min, 30x (962C 20s, 502C 20s, 602 4 min).
Precipitacion del ADN utilizando el kit AgentCourt CleanSEQ (Beckman Coulter, CA, EEUU)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Electroforesis capilar de la secuenciacion empleando el sistema Genome Lab GeXP
(Beckman Coulter, CA, EEUU).

Andlisis de las secuencias obtenidas mediante el programa DNA Baser Sequence Assembler
(Heracle BioSoft, Rumania).

Asignacion de alelos o variantes del gen utilizando |la base de datos del Instituto Pasteur

disponible en https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html.
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3.1.3.1. Electroforesis en campo pulsado (PFGE)

La electroforesis en campo pulsado se realizé utilizando el sistema CHEF DR 11l (Bio-Rad, CA,
EEUU) a 6 voltios con tiempos de pulso de 0,5 - 50 s y rampa lineal a una temperatura de 122C
durante 23 horas después de la digestiéon del DNA cromosémico total con el enzima de
restriccion XBal. La visualizacion se realizo en el sistema ChemiDoc XRS+ (BioRad, CA, EEUU) tras
tincién con GelRed 1x en TBE 0,5x (Biotium, CA, EEUU) en TBE 0,5x durante una hora. Todo el
procedimiento se siguid utilizando el protocolo de electroforesis en campo pulsado para
bacterias gramnegativas facilitado por el Laboratorio de Intrahospitalarias del Centro Nacional

de Microbiologia.

El anadlisis se realizé utilizando el programa BioNumerics v.7.6 software (Applied Maths,
Bélgica) utilizando el coeficiente de Dice como método de analisis y el dendograma UPGMA con
una tolerancia de 0,5% y optimizacion de 1.5%. Se considerd que dos cepas estaban relacionadas

si presentaban al menos un 85% de semejanza genética.

3.1.3.2. Rep-PCR — Diversilab™

Para el estudio mediante Rep-PCR se realizé una extraccidon del ADN cromosémico utilizando
las columnas de extraccion UltraClean® Microbial DNA Isolation Kit (MoBio, Qiagen, Alemania).
Posteriormente se realizé la reaccion de Rep-PCR utilizando el sistema comercial Diversilab™
(bioMérieux, Francia) con un equipo de fingerprinting genérico de bacterias siguiendo las
recomendaciones del fabricante para la reaccion de rep-PCR, carga de la matriz microfluidica y
analisis de resultados. El software empleado para el andlisis de resultados genrra una matriz de
proximidad utilizando la correlacién de Pearson para calcular la semejanza entre las muestras
incluidas en la prueba, generando un dendograma e imagenes de los geles virtuales. Se exigié

un porcentaje de semejanza entre cepas de al menos un 95% para considerar que formaban

parte de la misma agrupacion clonal.

3.1.3.3. Amplificacion al azar de ADN polimdérfico (RAPD)

Técnica de RAPD: Se empleo el kit comercial Ready—To-Go RAPD Analysis Beads (GE Health
Care Life Sciences, PA, EEUU) siguiendo las recomendaciones del fabricante. La concentracion
de ADN gendmico utilizada por reaccién fue de 50 ng. Se utilizaron los 6 cebadores incluidos en
el kit con todas las cepas a estudiar. El protocolo de PCR utilizado fue: 952 5 min, 45x (952C 1
min, 362C 1 min, 722C 2 min). La electroforesis se realizé durante 2 horas con un voltaje de 60

v. en un gel de agarosa al 2% al que se le habia adicionado GelRed (Biotium, CA, EEUU) a una
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concentracion 1x. La visualizacion se realizé en el sistema ChemiDoc XRS+ (BioRad, CA, EEUU).
Se consideraron cepas relacionadas si presentaban al menos un 85% de semejanza genética
mediante el analisis con Bionumerics (coeficiente de Dice, dendograma UPGMA con parametros

de tolerancia de 1,5% y optimizacidn de 0,5%).
3.1.3.4. Multi-locus sequence typing (MLST)

En esta técnica se incluyeron cepas representativas de los perfiles obtenidos en la
electroforesis en campo pulsado. Esta técnica se realiz6 mediante secuenciacidn de Sanger por
electroforesis siguiendo el esquema descrito en el trabajo publicado por Diancourt et al. (104).
Los genes secuenciados, oligonucledtidos y tamaio de las secuencias se recogen en la Tabla 5.
Todas las reacciones de amplificacién se realizaron con una temperatura de anillamiento de
502C salvo para el gen gapA cuya temperatura fue 609C. El protocolo de la reaccién de la

amplificacion fue 942C 2 min, 35x (942C 20s, 50/602C 30s, 722C 30s), 722C 5 min.

Tabla 5. Genes y cebadores utilizados en la técnica MLST.

Tamaio secuencia

Locus Cebadores
(pb)
. F: GGCGAAATGGCWGAGAACCA
rpoB (beta-subunit of RNA polymerase) R: GAGTCTTCGAAGTTGTAACE 485 -502
gapA (glyceraldehyde 3-phosphate F: TGAAATATGACTCCACTCACGG 443 - 460
dehydrogenase) R: CTTCAGAAGCGGCTTTGATGGCTT
mdh (malate dehydrogenase) F CCCAACTCGCTTCAGGTTCAG 465 - 480

R: CCGTTTTTCCCCAGCAGCAG

i (phosphoglucose isomerase) F: GAGAAAAACCTGCCTGTACTGCTGGC 426 - 434
pgi (phosphog R: CGCGCCACGCTTTATAGCGGTTAAT

. F: ACCTACCGCAACACCGACTTCTTCGG
phoE (phosphorine E) R: TGATCAGAACTGGTAGGTGAT il =2

infB (translation initiation factor 2) ; ETGCCﬁS;Z;G;CA;ZéTAAATCTTCTGC 316 - 319

. . F: CTTTATACCTCGGTACATCAGGTT
tonB (periplasmic energy transducer) R ATTCGCCGGECTCRECRGAGAC 390 - 432

Los cebadores utilizados en la reaccién de secuenciacién fueron los mismos que en la reaccién

de amplificacién salvo en infB Fy pgi F y R, que se detallan en la Tabla 6.

Tabla 6. Oligonucleotidos empleados en la secuenciacion de MLST diferentes a los de amplificacion.

infB F ACTAAGGTTGCCTCCGGCGAAGC
pgi F CTGCTGGCGCTGATCGGCAT
pgi R TTATAGCGGTTAATCAGGCCGT
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3.1.3.5. Caracterizacion molecular de 8-lactamasas de espectro extendido

El estudio molecular para la caracterizacidén de las B-lactamasas de espectro extendido se
realizé en cepas representativas de los perfiles obtenidos en PFGE teniendo en cuenta la
existencia de diferentes fenotipos de resistencia. La extracciéon de ADN se realizé por calor segun
el procedimiento detallado anteriormente. En la Tabla 7 se detallan los nucledtidos utilizados

en todas las técnicas de este apartado y en la Figura 5 se muestra el algoritmo de trabajo:

Tabla 7. Oligonucleétidos empleados en la caracterizacion molecular de las BLEE.

Producto de amplificacion

Diana Secuencia Referencia
(pb)
PCR multiplex BLEE
AATCACTGCGCCAGTTCACGCT
blacrx-m grupo 1 479
GAACGTTTCGTCTCCCAGCTGT
TACCGCAGATAATACGCAGGTG
blacrx.m grupo 9 355 (132)
CAGCGTAGGTTCAGTGCGATCC
AACGGAACTGAATGAGGCGCT
blasﬂv 141
TCCACCATCCACTGCAGCAGCT
PCR individual
GTTACAATGTGTGAGAAGCAG
blacrx.m grupo 1 800 (133)
CCGTTTCCGCTATTACAAAC
GTTACAATGTGTGAGAAGCAG (133)
blacrx-m-3/15/22 876
CAGCGCTTTTGCCGTCTAAG (134)
ATGGTGACAAAGAGAGTGCAAC
blacrx.m grupo 9 876 (135)
TTACAGCCCTTCGGCGATG
ATGCGTTATATTCGCCTGTGTATT Centro Nacional
blasuv 868 . . .
CGCCGGCTTAGCGTTGCCAGT Microbiologia
ATAAAATTCTTGAAGACGAAA
bla'[EM 1080 (136)
GACAGTTACCAATGCTTAATC
CGACGCTACCCCTGCTATT - (100)
blacrxw grupo 2 CCAGCGTCAAGATTTTTCAGG
TCGCGTTAAGCGGATGATGC
bIGCTx.M grupo 8 666 (100)
AACCCACGATGTGGGTAG
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Tabla 7. Oligonucleétidos empleados en la caracterizacion molecular de las BLEE (continuacidn).

Secuencia Producto de amplificacion (pb) Referencia
GCACGATGACATTCGGG
blacrx-m grupo 25 327 (100)
AACCCACGATGTGGGTAG
CRATGTGCAGYACCAGTAA
blaCTx.M 540 (137)
CGCRATATCRTTGGTGGTG
ATGCGCTTCATTCACGCAC
blages 860 (138)
CTATTTGTCCGTGCTCAGG
ATTCAGCAGCAACTGTCCG
blﬂspo 447 (139)
ACGCTTATCGCTTGGGAAT
ATGAATGTCATCACAAAATG
blapER 927 (140)
TCAATCCGGACTCACT
CATTTCCCGATGCAAAGCGT
blayes CGAAGTTTCTTTGGACTCTG 648 (140)

GACCAAGATTTGCGATCAGCAATGCG
blaoxa grupo 2 256 (141)
CYTTGACCAAGCGCTGATGTTCYACC

CGCCAGAGAAGTTGGCGAAGTAAG
blaoxa grupo 10 138 (141)
GAAACTCCACTTGATTAACTGCGG
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Resultado positivo SHY

Secuenciacién SHY

SHV sin actividad BLEE

SHV con actividad BLEE

CTX-M-1 o variante

Resultado positivo SHV
+ CTX-M grupo 1

Secuenciacion CTX-M

grupol

PCR multiplex BLEE

CTX-3 o variante

Resultado positivo SHY
+ CTX-M grupo 9

Resultado negativo

Secuenciacién
CTX-M grupo 9y SHV

Revisar identificacion

Informe resultados

PCR CTX-M grupo 2
PCR CTX-M grupo 8
PCR CTX-M grupo 25

Informe resultado

Informe resultado

Secuenciacién
CTX-M-3/15/22

Resultado positivo en
alguna de estas
pruebas

Resultado negativo

PCR OXA-2-like
PCR OXA-10-like
PCRPER

Informe resultado

Resultado paositivo en
alguna de estas
pruebas

Resultado negativo

Informe resultado

PCR SFO

PCR GES

PCR CTX-M
PCR VEB

Resultado positivo en
alguna de estas
pruebas

Informe resultado

Resultado negativo

BLEE no identificada

Informe resultado

Figura 5. Algoritmo de trabajo de deteccion de BLEE.
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3.1.3.5.1. PCR de B-lactamasas de espectro extendido multiplex

En primer lugar se realizé una PCR mutiplex para detectar la presencia de los genes SHV,
CTX-M grupo 1y CTX-M grupo 9 ya que son las BLEE mas frecuentemente detectadas segun los
datos nacionales. Se tuvo en cuenta que todas las cepas de Klebsiella pneumoniae debian
producir amplificacidn para el gen SHV por la SHV cromosdmica que poseen y que les confiere
la resistencia a ampicilina. En la Tabla 7 se detallan por oligonucléotidos empleados
seleccionados del trabajo de Chia et al. publicado en el afio 2005 (132). El protocolo de PCR
utilizado fue: 942 5 min, 25 x (942C 45s, 639C 45s, 722C 45s), 72°C 10 min.

3.1.3.5.2.  PCRy secuenciacién de CTX-M grupo 1

En todas las cepas que presentaban una banda de amplificacion de 479 pb en la PCR
multiplex previamente realizada se realizé una PCR y secuenciacion del gen CTX-M grupo 1 para
determinar de qué variante se trataba. Los oligonucleétidos empleados fueron seleccionados
del trabajo de Pagani et al. en el afio 2003 (133) y se detallan en la Tabla 7. El protocolo de PCR
utilizado fue: 942 5 min, 35 x (942C 50s, 502C 40s, 722C 1 min), 722C 5 min.

3.1.3.5.3. PCRy secuenciacién de CTX-M-3/15/22

En todas aquellas cepas que presentaban una PCR positiva para CTX-M grupo 1 vy la
secuenciacién de este gen nos indicaba que se trataba de una variante relacionada con CTX-M-
3 o CTX-M-15 se realizd una nueva secuenciaciéon utilizando una combinacién de
oligonucledtidos de dos trabajos (133,134) detallados en la Tabla 7 puesto que el producto
secuenciado tiene un tamafo de 876 pb que permite diferenciar con un mayor rigor la variante
alélica. El protocolo de PCR utilizado fue: 942 5 min, 35 x (949C 45s, 552C 45s, 722C 75s), 72°C

10 min.

3.1.3.5.4. PCRy secuenciacién de CTX-M grupo 9

En todas las cepas que presentaban una banda de amplificacion de 355 pb en la PCR
multiplex previamente realizada se realizé una PCR y secuenciacion del gen CTX-M grupo 9 para
determinar de qué variante se trataba. Los oligonucleétidos empleados fueron seleccionados
del trabajo de Batchelor et al. del afio 2005 (135) y se describen en la Tabla 7. El protocolo de
PCR utilizado fue: 942 5 min, 30 x (942C 45s, 602C 45s, 72°C 45s), 722C 10 min.
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3.1.3.5.5.  PCRy secuenciacién de SHV

La secuenciacidn del gen SHV se realizé en todas aquellas cepas que Unicamente dieron una
banda de amplificacién de 141 pb en la PCR multiplex de BLEE o que dieron un resultado positivo
para SHV y CTX-M grupo 9. La secuencia de oligonucledtidos empleados fue facilitada por el
Laboratorio de Antibidticos del Centro Nacional de Microbiologia y se detalla en la Tabla 7. El

protocolo de PCR utilizado fue: 942 5 min, 30 x (942C 45s, 602C 45s, 722C 45s), 729C 10 min.

3.1.3.5.6. PCRy secuenciacién TEM

En cepas representativas de todos los perfiles obtenidos mediante PFGE y fenotipos de
resistencia se estudid la presencia de B-lactamasas tipo TEM. La secuencia de oligonucledtidos
utilizada se detalla en la Tabla 7 (136). Las condiciones de amplificacién fueron: 942C 5 min,
35x(9429C 30s, 509C 30s, 722C 1 min), 722 10 min. Todas las cepas en las que se obtuvo un
resultado positivo fueron posteriormente secuenciadas mediante secuenciacion de Sanger por

electroforesis capilar.
3.1.3.5.7.  Amplificacién de otras B-lactamasas de espectro extendido

B-lactamasas de espectro extendido CTX-M grupo 2, grupo 8 y grupo 25: En todas aquellas
cepas en las que no se detectd la presencia de B-lactamasas de espectro extendido tipo CTX-M
grupo 1, CTX-M grupo 9, SHV o TEM se realizd la PCR para la detecciéon de B-lactamasas de
espectro extendido tipo CTX-M pertenecientes a los grupos 2, 8 y 25. Los oligonucledtidos
utilizados se detallan en la Tabla 7 (100). El protocolo de PCR utilizado fue 942 5 min, 35 x (942C
45s, 52°C 45s, 72°2C 1 min), 722C 10 min.

B-lactamasas de espectro extendido derivadas de OXA-2 y OXA-10: En todas aquellas cepas
en las que no se logré identificar la presencia de B-lactamasas de espectro extendido con
ninguno de los protocolos anteriores se estudié la presencia de estas B-lactamasas. Las
secuencias de oligonucledtidos utilizadas se detallan en la Tabla 7 (141). El protocolo de PCR

utilizado fue 942 5 min, 30x (942C 30s, 602C 40s, 722C 1 min), 722C 7 min.

B-lactamasas de espectro extendido CTX-M: En aquellos casos en los que no se obtuvo un
resultado positivo con todas las técnicas anteriormente descritas se utilizaron oligonucleétidos
degenerados del blacrx.m para determinar si pudiera tratarse de una B-lactamasa tipo CTX-M no
detectada previamente. La secuencia de oligonucledtidos utilizada se detalla en la Tabla 7 (137).

El protocolo de PCR utilizado fue 942C 5 min, 35x (949C 30s, 532C 30s, 722C 1 min), 729C 10 min.
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B-lactamasas de espectro extendido GES: En todas aquellas cepas en las que no se logro
identificar la presencia de B-lactamasas de espectro extendido con ninguno de los protocolos
anteriores se estudid la presencia de B-lactamasas tipo GES, poco descritas en Klebsiella
pneumoniae. Las secuencias de oligonucleétidos utilizadas se detallan en la Tabla 7 (138). El
protocolo de PCR utilizado fue 942C 5 min, 40x (942C 1 min, 522C 1 min, 722C 1 min), 722C 10

min.

B-lactamasas de espectro extendido SFO: En todas aquellas cepas en las que no se logrd
identificar la presencia de B-lactamasas de espectro extendido con ninguno de los protocolos
anteriores se estudioé la presencia de B-lactamasas tipo SFO, muy poco frecuentes en Klebsiella
pneumoniae. Las secuencias de oligonucleétidos utilizadas se detallan en la Tabla 7 (139). El
protocolo de PCR utilizado fue 942C 5 min, 35x (942C 1 min, 542C 1 min, 729C 1 min), 72°C 7

min.

B-lactamasas de espectro extendido PER y VEB: En todas aquellas cepas en las que no se
logré identificar la presencia de B-lactamasas de espectro extendido con ninguno de los
protocolos anteriores se estudid la presencia de B-lactamasas tipo PER, poco descritas en
Klebsiella pneumoniae. Las secuencias de oligonucleétidos utilizadas se detallan en la Tabla 7
(140). El protocolo de PCR utilizado fue 942 5 min, 30x (942C 40s, 602C 40s, 722C 1 min), 72eC 7

min.

3.1.3.6. Caracterizacion molecular de 8-lactamasas derivadas de OXA-1

La B-lactamasa OXA-1 y sus variantes pueden comprometer la sensibilidad a penicilinas
asociadas a inhibidores como amoxicilina/clavulanico y piperacilina/tazobactam, farmacos
habitualmente activos en cepas productoras de BLEE. Se decidié complementar el estudio de la
resistencia a B-lactdmicos analizando la presencia de estas B-lactamasas mediante PCR vy
posterior secuenciacioén tipo Sanger por electroforesis capilar en cepas representativas de cada

perfil y fenotipo de resistencia.

Los oligonucledtidos empleados se detallan en la Tabla 8 (142). Las condiciones de PCR

empleadas fueron: 942C 5 min, 30x (949C 30s, 622C 90s, 722C 60s), 722C 10 min.

Tabla 8. Oligonucleétidos utilizados en la deteccién de B-lactamasas tipo OXA-1.

Secuencia Producto de amplificacidn (pb) Referencia
blaoxagrupo1l ACACAATACATATCAACTTCGC ) (142)
AGTGTGTTTAGAATGGTGATC
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3.1.3.7. Deteccion de 8-lactamasas tipo AmpC plasmidica

Las B-lactamasas tipo AmpC, cromésomicas en muchas enterobacterias como Enterobacter
cloacae, Citrobacter freundii o Serratia marcescens, producen resistencia a ampicilina,
amoxicilina/clavuldnico, cefoxitina y cefalosporinas de 22 generacién y comprometen la
sensibilidad a cefalosporinas de 32 generacion por hiperexpresién debida a desregulacion. Estas
enzimas pueden encontrarse en otras enterobacterias sin AmpC cromosdmica, aunque con
menor frecuencia que las BLEE, debido a su adquisicion a través de elementos genéticos moviles
[denominandose habitualmente AmpC plasmidicas (AmpCp)] y en ocasiones se han asociado a

brotes nosocomiales (121,143).

En este estudio, en los casos en los que se observd un patrén fenotipico sugestivo de la
presencia de una B-lactamasa de tipo AmpC ademas de la BLEE (resistencia a cefoxitina y
amoxicilina/clavulédnico), se realizé la deteccion de B-lactamasas de tipo AmpCp utilizando los
oligonucledtidos y condiciones de PCR descritos por Pérez-Pérez et al. (143) y recogidos en la
Tabla 9. En este trabajo se describe una PCR multiplex para detectar seis grupos de AmpCp, pero
debido a la semejanza de los pesos moleculares de los productos amplificados, esta PCR
multiplex se subdividid en tres segun se recogen en la Tabla 9, la concentracién de MgCl, fue de
1,5 mM. Las condiciones de PCR para las tres reacciones fueron: 942C 5 min, 25x (942C 30s, 642C

30s, 72°2C 1 min), 72°C 7 min.

Tabla 9. Oligonucleotidos empleados y concentracion de los mismos en la deteccion de AmpCp.

Secuencia Concentracion PCR  Producto de amplificacion (pb)
GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT
blamox 0,6 HM 520
CACATTGACATAGGTGTGGTGC
AACAGCCTCAGCAGCCGGTTA
Multiplex 1 blaacc 0,5 uM 346
TTCGCCGCAATCATCCCTAGC
AACATGGGGTATCAGGGAGATG
blGFox 0,4 p.M 190
CAAAGCGCGTAACCGGATTGG

TGGCCAGAACTGACAGGCAAA

b/acrr 0,6 IJ.M 462
5 TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC
Multiplex 2
TCGGTAAAGCCGATGTTGCGG
bIOEBC 0,5 U.M 302
CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT
AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT
blapua 0,6 uM 405
CCGTACGCATACTGGCTTTGC
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3.1.3.8. Deteccion de carbapenemasas

La deteccion de carbapenemasas mediante PCR se realizd en todas aquellas cepas que
presentaban un resultado positivo en la deteccion fenotipica. Con este objetivo, se utilizé una
PCR multiplex de deteccién de carbapenemasas tipo VIM, IMP, NDM, KPC y OXA-48-like
utilizando los oligonucledtidos descritos en el trabajo de Poirel et al. (144) y recogidos en la
Tabla 10. Las condiciones de PCR fueron: 942C 5 min, 36x (949C 30s, 522C 40s, 722C 50s), 729°C

5 min.

Tabla 10. Oligonucleétidos empleados en la deteccion de carbapenemasas.

Secuencia Producto de amplificacion (pb)
GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC
blﬂ|Mp 232
GGTTTAAYAAAACAACCACC
GATGGTGTTTGGTCGCATA
blaym 390
CGAATGCGCAGCACCAG
GCGTGGTTAAGGATGAACAC
blaoxa.-as-iike 438
CATCAAGTTCAACCCAACCG
GGTTTGGCGATCTGGTTTTC
bIaNDM 621
CGGAATGGCTCATCACGATC
CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG
bIaKpc 798
CTTGTCATCCTTGTTAGGCG
3.1.3.9. Deteccion de genes plasmidicos de resistencia a colistina (mcr)

Como ya se ha descrito con anterioridad, la emergencia de la resistencia transmisible a
colistina (genes mcr) ha puesto en jaque a los microbidlogos clinicos, ya que hasta entonces la
resistencia a este microorganismo se observaba en pacientes que habian estado expuestos a
este antibidtico. El estudio de la sensibilidad in vitro a colistina presenta muchos problemas,
siendo los principales la irregular difusion en agar de este antibidtico, la interaccion con cationes
del medio y la adsorcién a diferentes materiales de laboratorio, por lo que ninguna de las
técnicas empleadas habitualmente en los laboratorios de microbiologia clinica es adecuada para
el estudio de su sensibilidad, ya que aunque la microdilucion en caldo clasica es la técnica

recomendada por el EUCAST, no se puede incorporar con facilidad en la rutina asistencial.

En nuestro centro, a pesar de no existir puntos de corte para este antibiotico, se utilizé una
tableta de colistina de 10 pg en el antibiograma, que nos ayudd en la deteccién de casos en los
gue pueda existir resistencia a colistina. En la actualidad ya se han incorporado otras técnicas
basadas en colorimetria o microdilucion para la deteccién de la resistencia a este antibidtico,

pero no estaban a nuestro alcance durante el desarrollo de este estudio.
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Ante estos hechos, se decidi6 realizar una PCR multiplex descrita por Rebelo et al. (145) que
detectaba los genes transmisibles de resistencia a colistina mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4 y mcr-5.
Los oligonucledtidos utilizados se detallan en la Tabla 11. Las condiciones empleadas en la PCR
fueron: 942C 5 min, 25x (942C 30 s, 582C 90s, 72°C 60s), 729C 10 min. En este caso la
concentracion de la agarosa empleada en la electroforesis fue 1,5% debido al elevado peso

molecular de algunos de los productos de amplificacion.

Tabla 11. Oligonucleétidos utilizados en la deteccion de genes transmisibles de resistencia a colistina mcr.

Oligonucleétido Secuencia Producto de amplificacién (pb)
AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC
mcr-1 320
AGATCCTTGGTCTCGGCTTG
CAAGTGTGTTGGTCGCAGTT
mcr-2 715
TCTAGCCCGACAAGCATACC
AAATAAAAATTGTTCCGCTTATG
mcr-3 929
AATGGAGATCCCCGTTTTT
] TCACTTTCATCACTGCGTTG 1116
TTGGTCCATGACTACCAATG
mer-5 ATGCGGTTGTCTGCATTTATC 1644
TCATTGTGGTTGTCCTTTTCTG

3.1.3.10.  Estudio de factores de virulencia asociados a la cdpsula polisacaridica

La presencia de cdpsula polisacaridica, como ya se ha comentado con anterioridad, es uno
de los factores de virulencia asociados a Klebsiella pneumoniae y determinados tipos capsulares
como K1y K2 se han asociado con el patotipo hipervirulento. Por tanto, para conocer y entender
correctamente la epidemiologia de K. pneumoniae consideramos necesario el estudio de la
presencia de estos tipos capsulares mediante PCR. Con este objetivo se realizé una PCR para
cada tipo capsular tal y como se describe en el articulo de Turton et al. (146) utilizando como
control interno de amplificacién una regidn ITS 16s-23s de Klebsiella pneumoniae, asi mismo se
incluyé el estudio de otros dos genes asociados a hipervirulencia: el gen rmpA (regulador del
fenotipo mucoide A) y el gen wcaG (relacionado con sintesis de fucosa capsular, que incrementa
la habilidad de la bacteria para evadir la fagocitosis). Los oligonucledtidos utilizados se describen
en la Tabla 12. Las condiciones de PCR utilizadas fueron: 942C 5 min, 35x (942C 30s, 582C 90s,
722C 90s), 722C 10 min.
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Tabla 12. Oligonucleétidos empleados en el estudio de factores de virulencia asociados a la capsula polisacaridica.

Oligonucleétido Secuencia Producto de amplificacion (pb)
GGTGCTCTTTACATCATTGC
Ti lar K1 12
L D GCAATGGCCATTTGCGTTAG 8
Tivo capsular K2 GACCCGATATTCATACTTGACAGAG 641
L CCTGAAGTAAAATCGTAAATAGATGGC
Tibo capsular K5 TGGTAGTGATGCTCGCGA 280
L CCTGAACCCACCCCAATC
Tibo cansular K54 CATTAGCTCAGTGGTTGGCT 881
L GCTTGACAAACACCATAGCAG
) CTCAGGGCTAGAAGTGTCAT
Tipo capsular K57 1037
CACTAACCCAGAAAGTCGAG
) CGGTGCTACAGTGCATCATT
Tipo capsular K20 741
GTTATACGATGCTCAGTCGC
ACTGGGCTACCTCTGCTTCA
rmpA 516
CTTGCATGAGCCATCTTTCA
GGTTGGKTCAGCAATCGTA
wcaG 169
ACTATTCCGCCAACTTTTGC
Control interno ATTTGAAGAGGTTGCAAACGAT 0
K. pneumoniae TTCACTCTGAAGTTTTCTTGTGTTC
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3.1.3.11.  Secuenciacion gendmica

Para conocer en mayor profundidad la cepa asociada al brote nosocomial, se realizo la
secuenciacién completa del genoma, realizando en nuestro centro la extraccion de DNA a partir
de cultivo en caldo Tripticasa-Soja a 37% toda la noche. La extraccion y purificacidn se realizd
utilizando las columnas de extraccién de ADN gendmico GenElute BActerial Genomic DNA Kit
(Sigma Aldrich, MO, EEUU) siguiendo las instrucciones del fabricante. La elucién se realizé en
buffer EB (10 mM Tris-HCI ph 8,5). Posteriormente se cuantificé la cantidad de ADN obtenido y
se analizo la calidad mediante Nanodrop 2000 estimando la relacién de absorbancia 260/280 y
la absorbancia 260/230. También se realizd una electroforesis en gel de agarosa a una
concentracidon 1% para verificar la integridad del ADN. La concentracion minima de ADN
gendmico necesaria para llevar a cabo la secuenciacion es de 10 ng/ul (ya que la concentracion

se determind con Nanodrop, que puede sobreestimar la concentracion de ADN).

La secuenciacién gendmica se realizé en un laboratorio externo (MicrobesNG, Reino Unido)
en el que la secuenciacidn se realiza utilizando lecturas 2x250 paired-end en las plataformas de
Illumina MiSeq o HiSeq 2500. Las lecturas se depuraron con Trimmomatic y la calidad se evalué
mediante scripts internos combinados con el siguiente software: Samtools, BedTools y bwa-

mem.

En el anadlisis se identificé el genoma de referencia mas cercano disponible utilizando
Kraken y se mapearon las lecturas utilizando BWA mem para asegurar la calidad de los datos.
Ademads se realizd un ensamblaje de novo de las lecturas utilizando SPAdes y se mapearon de
nuevo en los contigs resultantes utilizando BWA mem para obtener otra vez datos de calidad.
Los contigs se reordenaron y reorientaron en relacién con el genoma de referencia basandose
en el alineamiento del genoma completo MUMmer y se realizd una anotacidon automatizada
utilizando Prokka. Los resultados del flujo de andlisis se proporcionaron utilizando formatos de

archivo bioinformaticos estandar, incluyendo fasta, gbk, gff y fastq.

La evaluacion del ensamblaje se realizd mediante el programa QUAST, que nos proporciona

datos tales como:

e Numero de contigs: Numero de contigs total del ensamblaje
e Numero de contigs de > 0 pb.

e Numero de contigs de = 1000 pb.

e Longitud total: NiUmero total de bases en el ensamblaje

e Longitud total del contig mas largo
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e GC(%): Numero de nucledtidos Gy C en el ensamblaje dividido por longitud total

e N50: Longitud minima de los contigs necesarios para cubrir la mitad del
ensamblaje.

e N75: Longitud minima de los contigs necesarios para cubrir el 75% del ensamblaje.

e L50: Numero de contigs de longitud igual o mayor a N50 (Minimo numero de
contigs para cubrir la mitad del ensamblaje.

e L75: Numero de contigs de longitud igual o mayor a N75 (Minimo numero de

contigs para cubrir el 75% del ensamblaje).

El archivo fasta obtenido fue analizado con la base de datos del instituto Pasteur para

determinar la presencia de otros genes de resistencia antibidtica y factores de virulencia.

Ademas también se realizé un analisis con las herramientas bioinformaticas disponibles en
Internet: ResFinder, PlasmidFinder y KmerResistance (alojadas en la pagina web del Center for
Genomic Epidemiology, Dinamarca) para detectar pldsmidos y de nuevo mecanismos de
resistencia vehiculados en elementos genéticos mdviles (147-150). Este analisis se realizo
partiendo tanto del ensamblaje realizado en el laboratorio externo como de los datos primarios
de las lecturas de Illumina obtenidas depuradas (raw data) para comparar los resultados

obtenidos.

3.1.4. Medidas de control del brote

Las medidas de control instauradas siguiendo las recomendaciones de la Comisidn de

Infeccion Nosocomial y Politica de Antibidticos y del Servicio de Medicina Preventiva fueron:

Medidas de control de infeccidn generales: Las habituales en las unidades de cuidados
intensivos: higiene de manos antes y después de cualquier acto relacionado con el paciente o su
entorno y en la colocacién y manejo de dispositivos invasores (151). Asi mismo se siguen las
recomendaciones de los programas Bacteriemia Zero y Neumonia Zero de la Sociedad Espafiola

de Medicina Intensiva Critica y Unidades Coronarias (SEMICYUC) (152,153).

Aislamiento de contacto: El aislamiento de contacto se realiza a todos los pacientes con
factores de riesgo de colonizacién por microorganismos multirresistentes (procedencia de otro
centro hospitalario o residencia, ingreso hospitalario reciente, etc.) denominandose aislamiento
preventivo. Este tipo de aislamiento se retira si los resultados de cultivos de vigilancia al ingreso
del paciente resultan negativos. Ante el diagndstico de colonizacién o infeccidn por

microorganismos multirresistentes (enterobacterias productoras de BLEE o carbapenemasas,
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Pseudomonas aeruginosa o Acinetobacter baumannii multirresistentes, Staphylococcus aureus
resistente a meticilina o Enterococcus faecium resistente a vancomicina) se indica aislamiento
de contacto estricto. El aislamiento de contacto se retira tras la obtencién de tres muestras de

vigilancia consecutivas (una por semana) negativas.

Cultivos medioambientales: En la busqueda de un reservorio ambiental del
microorganismo, se realizé un muestreo ambiental de superficies de la UCI utilizando la técnica
de la gasa estéril. Los cultivos fueron incubados a 352C durante 48 horas, y posteriormente se
realizd un subcultivo en medio cromogénico selectivo para enterobacterias productoras de
BLEE. La identificacion y estudio de antibiograma de las colonias obtenidas del cultivo, se
realizaron segln los métodos estandarizados habituales utilizados en el laboratorio de

microbiologia.

Estudio de portadores: Se realiz6 un muestreo aleatorio para la practica de cultivos de la
superficie de manos del personal de la UCI (médico, de enfermeria, auxiliares de enfermeria,
técnicos de radiologia, celadores). Para realizar el cultivo, los sujetos de estudio colocaron los
dedos, como marca de impresion digital, en una placa de cultivo con medio de Levine (medio de

agar selectivo y diferencial de microorganismos gramnegativos).

Ademads de estas medidas, también se incluyeron otras que se han descrito como efectivas
en el control de brotes: la limpieza exhaustiva de las superficies de la Unidad, la administracion
de solucién de descontaminacidn selectiva (compuesta por colistina, gentamicina y anfotericina
B o nistatina) a través de sonda nasogdstrica, y la realizacion de sesiones formativas al personal
sanitario de UCI por parte de enfermeras del servicio de Medicina Preventiva y de facultativos
del Equipo de Control de Infeccion Nosocomial (ECIN) para la concienciacién de la situacion de

brote nosocomial.

3.1.5. Recogida de datos

Se recogieron datos de estancia hospitalaria de los afios 2011 a 2014 solicitados al Servicio
de Documentacién Clinica y Archivos, para determinar la densidad de incidencia de este
microorganismo, asi como el nimero mensual de pacientes criticos ingresados, solicitandolo a

la UCI para el calculo de prevalencia e incidencia mensual.

Se recogieron datos de hospital y unidad de procedencia, edad, sexo, diagndstico al ingreso,
muestras positivas al diagndstico de la colonizacion/infeccidn, tipo de infeccion y evolucion de
los pacientes colonizados/infectados por el brote nosocomial en estudio. El cuaderno de

recogida de datos se encuentra disponible en el Anexo I.
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3.1.6. Analisis de los datos

Se realizara una descripcion de los resultados microbiolégicos obtenidos y de los datos
clinicos de los pacientes incluidos en el estudio. Teniendo en cuenta los datos microbiolégicos
obtenidos se calcularan la densidad de incidencia de colonizacidn e infeccidén anual, asi como la
incidencia y prevalencia mensuales. Con los datos obtenidos se estimara la variable presion de
colonizacion semanal (definida como la relacion entre casos prevalentes de
colonizacion/infeccién y casos en riesgo esa semana, que eran aquellos a los que se les habia
solicitado cultivos de vigilancia). Esta variable sera utilizada en el estudio de casos y controles

que se describird a continuacion.

Se realizard una descripcion de los efectos de las medidas de control instauradas

(disminucion del nimero de casos, emergencia de resistencias, etc.)

3.1.7. Andlisis estadistico

Los andlisis estadisticos utilizados para la descripcién de las caracteristicas clinico-
epidemioldgicas de los pacientes se realizaron con el programa Stata 13 (StataCorp, College
Station, TX, EE.UU.). En todos los andlisis se emplearon pruebas de significacién bilaterales,
considerandose como significativa una probabilidad de error a (p<0,05). Las pruebas utilizadas
para la comprobacidon del supuesto de normalidad fueron la prueba de Kolmogorov-Smirnov con
la correccién de Lillierfors y la prueba de Shapiro-Wilks (cuando el tamafo muestral era inferior

a 30).

Las variables continuas con distribucién normal se han descrito empleando la media y la
desviacion estandar, mientras que para las variables cuantitativas de distribucidon no normal se
ha empleado la mediana y el rango intercuartil. Las variables cualitativas se definen mediante

frecuencia y porcentajes.
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3.2. Estudio observacional descriptivo
3.2.1. Objetivo del estudio

El objetivo fundamental de esta parte del estudio es describir los factores de riesgo que
pudieran estar relacionados con la colonizacion por Klebsiella pneumoniae productora de BLEE
asociada al brote nosocomial. Asi mismo se pretende realizar un subandlisis para determinar
qué factores de riesgo pudieran estar relacionados con el desarrollo de un proceso infeccioso

por este microorganismo.

3.2.2. Disefio del estudio

Estudio de casos y controles retrospectivo unicéntrico de ambito hospitalario (Unidad de
Cuidados Intensivos del Hospital Universitario y Politécnico La Fe) en el periodo comprendido

entre el 1 de octubre de 2011 y el 30 de junio de 2014.

3.2.3. Marco

Desde febrero de 2011 la Unidad de Cuidados Intensivos del Hospital Universitario y
Politécnico La Fe es una unidad de 36 camas, distribuidas en 3 boxes adyacentes de 12 camas,
que comparten personal médico y de enfermeria, asi como equipamiento médico e
instrumental. En esta unidad se realizan de forma habitual medidas destinadas al control de la
infeccion nosocomial, detalladas previamente. A principios del afio 2011 se produjo el traslado
del Hospital Universitario La Fe a un edificio de nueva construccién. En la antigua unidad de
cuidados intensivos, Acinetobacter baumannii multirresistente era el microorganismo
considerado endémico y la presencia de Klebsiella pneumoniae BLEE se consideraba un hecho
excepcional. Tras el traslado, A. baumannii se considerd erradicado de esta unidad dejando la

UClI libre de endemias y brotes (154).

3.2.4. Pacientes

Como ya se ha comentado con anterioridad, durante el periodo de estudio el 3,71% de los
pacientesingresados en la Unidad de Cuidados Intensivos del Hospital Universitario y Politécnico

La Fe desarrollaron una colonizacién o infeccién por Klebsiella pneumoniae productora de BLEE.

3.2.4.1. Definicion de los casos

Se considerdé como “caso” cualquier paciente colonizado o infectado por K. pneumoniae
productora de BLEE asociada al brote nosocomial en estudio. Se definié “paciente infectado”
como enfermo con cultivo positivo y criterios clinicos de infeccién segun lo considerado por el

médico responsable del paciente. Se definié “paciente colonizado” al enfermo con cultivos de
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vigilancia epidemioldgica o de muestras clinicas positivos para este microorganismo sin criterios

clinicos de infeccion.

La deteccidén de los pacientes colonizados se realizé a través del estudio mediante cultivos
de vigilancia microbioldgica realizados semanalmente en la UCI. Estos cultivos se realizan en
medios cromogénicos selectivos para la deteccidén de bacilos gramnegativos con resistencia a
cefalosporinas de tercera generacion (ChromID® ESBL, BioMérieux, Francia), posteriormente se
realiza su identificacién mediante una bateria de pruebas bioquimicas o MALDI-TOF MS (Vitek
MS, BioMérieux, Francia) y el estudio de sensibilidad mediante disco-difusién que incluye la

prueba de deteccién de BLEE del doble disco.

Las definiciones de las infecciones nosocomiales empleadas en la Unidad de Cuidados

Intensivos y que nos permitieron definir un paciente como infectado fueron:

Infeccion respiratoria asociada a ventilacion mecdnica: La neumonia asociada a ventilacion
mecdanica (NAVM) se define por la presencia de infiltrados pulmonares o progresion de
condensacién preexistente en la radiografia de térax, junto con dos de las siguientes variables
clinicas: temperatura >382C, leucocitosis (>12000/mm3) o leucopenia (<4000/mm?3) vy
secreciones respiratorias purulentas (155). El diagndstico de traqueobronquitis asociada a
ventilacién mecanica (TAVM) se establece con la presencia de criterios clinicos en ausencia de
criterios radioldgicos. Para el diagndstico de distrés respiratorio agudo solo es necesaria la

presencia de una variable clinica.

Infeccion urinaria en paciente sondado: Este diagndstico se realiza segun los criterios de
Costel modificados por Laupland et al. (156). Se define por cultivo positivo (>100.000 UFC/mL
de uno o dos microorganismos) a partir de las 48 horas de permanencia de la sonda urinaria.
Ademas requiere la presencia de signos o sintomas compatibles con infeccién urinaria
(temperatura = 382C, disuria o molestias suprapubicas) o bioquimica de orina compatible (piuria

0 nitritos positivos) (157).

Bacteriemia relacionada con catéter (BRC): Este diagndstico se realiza teniendo en cuenta
los criterios publicados por la IDSA en el afio 2009 (158) y los medios disponibles en el
laboratorio de Microbiologia de nuestro centro. Los criterios diagndsticos son manifestaciones
clinicas de infeccién (fiebre, escalofrios o hipotension) y ausencia de otros focos de infeccidn
posibles, al menos un hemocultivo positivo de sangre extraida por venopuncién y uno de los
siguientes: 1) aislamiento del mismo microorganismo con un recuente suficiente en el cultivo

semicuantitativo (técnica Maki >15 UFC) o cuantitativo (Sonicacidon >100 UFC) de la punta del
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catétery 2) tiempo diferencial de positividad superior a 2 horas a favor del hemocultivo extraido

del catéter frente al hemocultivo obtenido por venopuncion.

El diagndstico de otras infecciones no mencionadas en esta relacidn se realiza siguiendo

los criterios de Centers for Disease Control and Prevention (Atlanta, EEUU).

3.2.4.2. Seleccion de los controles

Emparejamiento: Se selecciond un paciente por cada caso, debido a la dificultad de la
recogida de los datos, emparejado por edad, sexo, tiempo de estancia en UCl y escala APACHE
Il a partir de una base de datos que contenia estas variables facilitada por la Unidad de Cuidados

Intensivos.

Regresion logistica: En primer lugar se realizd una regresién logistica binaria incluyendo
todos los pacientes que estuvieron ingresados en UCI durante ese periodo y de los que se
disponia de estas cuatro variables para determinar si constituian factores de riesgo o
protectores para la colonizacién por Klebsiella pneumoniae productora de BLEE relacionada con
el brote nosocomial. Igualmente estas variables fueron incluidas posteriormente en el andlisis

estadistico del estudio de casos y controles.

Seleccion de controles mediante R: Debido a que entre los pacientes ingresados en UCl en
el periodo de estudio no existian controles idénticos a nuestros casos, imposibilitando realizar
un emparejamiento individual, se decidid realizar un emparejamiento por frecuencia, en el que
la frecuencia relativa de los distintos valores de las variables por las que se empareja es similar
en los grupos que se comparan. Para la realizacion de esta seleccidon se ha utilizado el paquete

Matchlt del software estadistico R con la aproximacion “nearest” (159).

3.2.5. Recogida de datos clinicos

Los datos relacionados con los pacientes definidos como casos y controles se recogieron a
través de la revisiéon de la historia clinica informatizada y los resultados microbiolégicos
almacenados en las bases de datos del Servicio de Microbiologia en un cuaderno de recogida de
datos disefiado a tal efecto (Anexo 1) y posteriormente pasados a una base de datos en Access

2013 también elaborada para esta tesis.

Las variables seleccionadas para su recogida se engloban en 9 apartados: a) datos

demogrificos, b) comorbilidad presente al ingreso en UCI, c) factores de riesgo al ingreso, d)
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diagndstico de la colonizacidn por K. pneumoniae productora de BLEE, e) diagndstico de la
infeccidn por K. pneumoniae productora de BLEE, f) diagndstico de la colonizacidn/infeccion por
otros microorganismos multirresistentes, g) tratamiento antibidtico durante el ingreso
hospitalario, h) procedimientos quirurgicos y dispositivos invasivos durante su estancia en UCl e
i) evolucidn y alta del paciente. Se prefirié incluir variables numéricas de fechas de inicio y fin en
lugar de dias de duracién para evitar errores en calculos estadisticos posteriores y facilitar la
descripcidn de nuevas variables. Las variables relacionadas como factores de riesgo al ingreso

se establecieron segun lo publicado en la literatura cientifica (116,118,160,161).

Las variables que se consideraron como posibles factores de riesgo de colonizacién o
infeccidn fueron la edad, el sexo, las comorbilidades presentes al ingreso, los factores de riesgo
de colonizacidon por bacterias multirresistentes al ingreso, los procedimientos quirdrgicos
durante el ingreso, dias y tipos de dispositivos invasivos, dias y tipos de antibioterapia recibida
u otros tratamientos que pudieran favorecer o impedir la colonizacién (inhibidores de la bomba
de protones, antiH2, corticoides, inmunosupresores, clorhexidina oral, soluciéon de
descontaminacidn digestiva selectiva) y la colonizacién por otras bacterias multirresistentes

(incluyendo la colonizacién por otra cepa de K. pneumoniae BLEE no asociada al brote).

3.2.6. Tamafio muestral

El tamafio muestral esta delimitado por el nimero de casos de colonizacidén/infeccion

detectados en ese periodo.

3.2.7. Andlisis estadistico

Los analisis estadisticos utilizados para la descripcion de las caracteristicas clinico-
epidemioldgicas de los pacientes, la comparacidon entre pacientes colonizados por determinados
clones, o entre pacientes colonizados e infectados y para las comparaciones intrasujeto en los
pacientes infectados, se realizaron con el programa Stata 13 (StataCorp, College Station, TX,

EE.UU.).

En todos los andlisis se emplearon pruebas de significacién bilaterales, considerandose
como significativa una probabilidad de error a (p<0,05). Las pruebas utilizadas para la
comprobacién del supuesto de normalidad fueron la prueba de Kolmogorov-Smirnov con la
correccion de Lillierfors y la prueba de Shapiro-Wilks (cuando el tamafio muestral era inferior a

30).

Las variables continuas con distribucién normal se han descrito empleando la media y la

desviacion estandar, mientras que para las variables cuantitativas de distribuciéon no normal se
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ha empleado la mediana y el rango intercuartil. Las variables cualitativas se definen mediante
frecuencia y porcentajes. La comparacién de proporciones entre variables cualitativas se ha
realizado mediante el estadistico de chi-cuadrado o sus correspondientes correcciones, como la
correccion de Fisher cuando las frecuencias esperadas son inferiores a 5. Para la comparacion
de variables de exposicidn cuantitativas con variables de respuesta cualitativas se ha empleado
regresion logistica, y en el caso de variables de exposicidn cualitativas y respuesta cuantitativa
se ha utilizado t de Student para muestras independientes (si la respuesta cuantitativa presenta
distribucidon normal) o la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney (si la respuesta cuantitativa
no presenta una distribucion normal). Para estimar la probabilidad de supervivencia se ha
utilizado el método de Kaplan-Meier, utilizando la prueba de Mantel-Cox para la comparacion
de curvas de supervivencia. El andlisis multivariante para encontrar factores asociados a la
colonizacion o la infeccidn se realizé empleando un modelo de regresién logistica penalizado
por elastic net (162). Una segunda regresion logistica se ajustd con las variables seleccionadas
por elastic net, para obtener los OR junto con su intervalo de confianza al 95%. Para una mejor
interpretacion se representd el efecto de las variables mediante figuras de efectos parciales
junto con sus intervalos de confianza. Este andlisis multivariante se realizd con el software

estadistico R (3.5.3).
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4. RESULTADOS

4.1. Medidas de densidad de incidencia, prevalencia e incidencia mensual

En el afio 2012 se produjo un incremento de mds de 10 veces en el nimero de
colonizaciones por K. pneumoniae BLEE por 1.000 dias de estancia respecto al afio anterior en
la UCI del H. Universitario y Politécnico La Fe, esta tasa se mantuvo en el afio 2013 y se multiplicé
casi por dos en 2014 (periodo del que Unicamente se ha analizado medio afio). Respecto al
numero de infecciones, en el afio 2012 el incremento respecto al afio 2011 fue de casi 7 veces,
como queda reflejado en la Tabla 13. Este incremento en el nUmero de casos de colonizacion e

infeccidn es el que motivé el desarrollo de esta tesis.

Tabla 13. Medidas de densidad de incidencia de infecciones y colonizaciones por K. pneumoniae BLEE en UCI.

- INFECCIONES/1.000 DiAS COLONIZACIONES/1.000 DiAS
ANO
DE ESTANCIA EN UCI DE ESTANCIA EN UCI
2011 0,29 0,58
2012 2,11 6,06
2013 1,01 6,94
2014 2,69 10,04

En la Tabla 14 se presenta el informe de sensibilidad acumulado de Klebsiella pneumoniae
en muestras clinicas de pacientes ingresados en Unidad de Cuidados Intensivos durante el
periodo de estudio, como puede observarse el porcentaje de sensibilidad a cefalosporinas de 32

generacion rondaba el 50%.

Tabla 14. Informe acumulado de sensibilidad Klebsiella pneumoniae durante el periodo de estudio.

Global Global (sangre y LCR)

n=194 n=47
Ceftriaxona 52,8 52,6 34,7 48,3 34,1
Ceftazidima 58,6 62,7 42,9 56,0 38,3
Aztreonam 51,1 55,2 44,4 51,6 44,2
Amoxicilina/Clavulanico 57,9 59,3 54,7 57,7 23,9
Piperacilina/Tazobactam 69,4 66,2 28,6 56,2 29,8
Ertapenem 95,8 92,6 87,0 92,1 82,6
Imipenem 100 96,4 92,9 96,5 91,5

Durante el periodo comprendido entre octubre de 2010 y junio de 2014, 148 pacientes
que estuvieron ingresados en UCI fueron diagnosticados de colonizacién o infeccion por este
microorganismo. De estos 148, 6 pacientes presentaron cultivos positivos tras el alta de esta
Unidad. En la Figura 6 se muestra la prevalencia e incidencia mensual de K. pneumoniae BLEE
en forma de porcentaje respecto el total de pacientes ingresados (no considerandose los casos

diagnosticados tras el alta de UCI). Desde febrero de 2011 (mes y afo del traslado de nuestro
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hospital) hasta que se inicia el periodo de estudio de este proyecto la deteccidon de K.
pneumoniae BLEE en la Unidad de Cuidados Intensivos resultaba casi anecddtica (Unicamente

un caso en julio de 2011).
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Figura 6. Prevalencia e incidencia mensual (%) de infeccién/colonizacién por K. pneumoniae productora de BLEE

El estudio de portadores de bacterias multirresistentes mediante cultivos de vigilancia se
inicié en la unidad de cuidados intensivos en octubre de 2011. En la Figura 7 se muestran los
casos prevalentes divididos en cuatro grupos: a) pacientes que Unicamente presentaron
muestras clinicas positivas en el mes de estudio, b) pacientes que Unicamente presentaron
cultivos de vigilancia positivos, c) pacientes que presentaron tanto cultivos de vigilancia como
muestras clinicas positivas en el mes de estudio, d) pacientes que se consideraban portadores

por resultados previos pero no presentaban ninguna muestra positiva en el mes estudiado.
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Figura 7. Casos prevalentes en funcion del tipo de muestras positivas.
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4.2. Estudio de sensibilidad acumulado

De los 148 pacientes diagnosticados de colonizacion/infeccién por K. pneumoniae BLEE
durante el periodo de estudio, fue posible recuperar la cepa para los estudios a continuacidn
descritos en 129 pacientes (87,16%), observandose diferencias en el antibiograma entre
diferentes cepas de un mismo paciente, por lo que finalmente se incluyeron 149 aislados. A
continuacién se muestra en la Tabla 15 la sensibilidad de estos aislados estudiada mediante

disco-difusion.

Tabla 15. Estudio de sensibilidad.

% Sensibilidad (CLSI 2014)

Ampicilina 0

Amoxicilina/Clavulanico 26,8
Piperacilina/Tazobactam 26,8
Cefoxitina 60,4
Cefuroxima 0

Ceftriaxona 0,7
Ceftazidima 4

Aztreonam 4

Ertapenem 94,6
Imipenem 97,3
Ciprofloxacino 7,4
Cotrimoxazol 3,4
Tobramicina 13,4
Amikacina 70,5
Gentamicina 16,7

En todos los casos se demostrd la presencia de una BLEE mediante el test del doble disco.
En 8 aislados se observé una disminucion de sensibilidad (o resistencia) a ertapenem, y en 4
también se veia afectada la sensibilidad a imipenem, pero en el estudio fenotipico de la
produccidn de carbapenemasas solo se detectd la presencia de una carbapenemasa tipo MBL
en dos de los aislados. En 10 de los aislados se observé inexistencia de halo de inhibicién con un
disco de colistina (carga 10 pg). Este resultado fue comprobado por una técnica de microdilucion
comercial observando CMls iguales o superiores a 64 mg/L en todos los casos, ademas fue
posible estudiar la presencia de genes mcr (variantes alélicas de la 1 a la 5) mediante PCR como
se explicara mas adelante. Se realizard una descripcidon mas detallada del estudio de sensibilidad
tras la descripcién de resultados de los estudios de tipificacion molecular y caracterizacién de la

resistencia a B-lactamicos.
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4.3. Estudios de tipificacion molecular
4.3.1. Electroforesis en campo pulsado.

Los estudios realizados mediante electroforesis en campo pulsado mostraron la agrupacion
de las 149 cepas estudiadas en 21 perfiles distintos (contemplando un 85% de semejanza
genética para considerar dos cepas como relacionadas). Debido al elevado nimero de cepas en
estudio fue necesario realizar 15 experimentos diferentes para poder establecer correctamente
las relaciones entre los diferentes perfiles. En la Figura 8 se muestran los resultados del estudio

realizado mediante PFGE. La columna N representa el nimero de pacientes en cada perfil.
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Figura 8. Dendograma de PFGE

Como puede observarse en la imagen, 64 de las cepas estudiadas (43%) se encontraban
englobadas dentro del mismo perfil (Perfil 1). Ademas se detectd la presencia de 4 perfiles mas
que incluian mas de 5 aislados cada uno (Perfiles 2, 4, 6 y 9). Las caracteristicas de los pacientes
colonizados/infectados por el clon 1 y los factores de riesgo para la colonizacién por la cepa
perteneciente a este clon seran explicados en profundidad mediante un estudio de casos y

controles.
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En la Figura 9 se puede observar los casos incidentes de colonizacién o infeccion por

Klebsiella pneumoniae BLEE en funcién del perfil al que pertenecen.
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Figura 9. Casos incidentes de K. pneumoniae BLEE por perfil de PFGE.

En la grafica puede observarse que los casos incidentes de K. pneumoniae BLEE
pertenecientes al perfil 1 se distribuyen a lo largo de todo el periodo de estudio, si bien es cierto
gue parecen desaparecer los casos nuevos entre abril y junio de 2013. En la Figura 10 se
muestran los casos incidentes y prevalentes mensuales, pudiendo comprobar que este brote se
ha producido en dos oleadas y observando la existencia de casos aislados entre julio y noviembre
de 2013 sin que hubiera otro paciente en la unidad colonizado, lo que hace pensar en la
existencia de algun reservorio. Al finalizar el periodo de estudio el brote aun no se habia logrado

erradicar.
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Figura 10. Casos incidentes y prevalentes mensuales de K. pneumoniae BLEE - Perfil 1

La Figura 11 muestra la presion de colonizacién semanal de K. pneumoniae BLEE asociada al
perfil 1y su relacién con los casos incidentes detectados.
30 3,5
25 3
20
15

10

16/03/2013 —

16/04/2012 -
16/05/2012 -
16/06/2012 -
16/07/2012
16/08/2012 -
16/09/2012 -
16/10/2012
16/11/2012
16/12/2012
16/01/2013
16/02/2013
16/04/2013
16/05/2013
16/06/2013
16/07/2013 —=—
16/08/2013
16/09/2013
16/10/2013 §
16/11/2013 |
16/12/2013
16/01/2014
16/02/2014
16/03/2014 -
16/04/2014
16/05/2014
16/06/2014

N Casos incidentes

Presion colonizacién

Figura 11. Presion de colonizacion y casos incidentes de K. pneumoniae BLEE asociada al perfil 1.
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4.3.1.1. Casos iniciales de los perfiles con 3 0 mds pacientes afectados

Perfil 1 (primera oleada): El primer paciente detectado colonizado por K. pneumoniae BLEE
del perfil 1 de PFGE era un vardn de 35 afios que ingresoé en la Unidad de Cuidados Intensivos el
2 de abril de 2012 por sepsis procedente de la Unidad de Enfermedades Infecciosas, este
paciente habia recibido antibioterapia antes del ingreso en UCl y habia sido diagnosticado de
una neoplasia, por la que habia recibido corticoterapia. Dos semanas después de ingresar, en
los cultivos de vigilancia realizados se detectd K. pneumoniae BLEE (los previos realizados la
semana anterior habian sido negativos), lo que hace pensar que la colonizacion se produjo
intraUCl y este paciente, a pesar de ser el primer caso detectado, no es el caso indice del brote.

El paciente permanecio ingresado en la UCI durante 18 dias.

Perfil 2: El primer caso detectado fue un varén de 38 afos que ingresd en la UCI el 8 de
noviembre de 2011 por insuficiencia respiratoria procedente de Neumologia, diagnosticandose
durante su estancia en la UCI de tuberculosis. El paciente no presentaba factores de riesgo para
colonizacion por microorganismos multirresistentes al ingreso pero si que precisé ventilacion
mecdnica, sondaje vesical y catéteres intravasculares, asi como antibioterapia prolongada
durante el ingreso en la unidad. El primer cultivo positivo para K. pneumoniae BLEE aparece el
19 de diciembre (las 5 semanas anteriores habian sido negativos), por lo que tampoco parece
tratarse del caso indice de este brote. La estancia en la UCI se prolongd durante 73 dias,

falleciendo durante su estancia en planta de hospitalizacion.

Perfil 3: El primer caso fue una mujer de 64 afios que ingresé en el hospital el 21 de enero
de 2012 en la planta de Neumologia, requiriendo ingreso en UCI el 3 de febrero de 2012 por
insuficiencia respiratoria. La paciente presentaba como factores de riesgo para la colonizacion
por microorganismos multirresistentes, ademas de una estancia previa en el hospital de mas de
5 dias, varias enfermedades crénicas por las que requeria asistencia sanitaria continuada
(diabetes mellitus, insuficiencia cardiaca, enfermedad pulmonar crdnica) y cura de heridas en
domicilio. Los primeros cultivos de vigilancia realizados a la paciente, 3 dias después de su
ingreso, resultaron positivos para este microorganismo. La duracién de la estancia de la paciente

en la UCl fue de 4 dias.

Perfil 4: El primer caso detectado fue un vardn de 37 afios que ingreso el 23 de abril en el
hospital para trasplante cardiaco, requiriendo ingresos en UCI y Reanimacidn. Tras una larga
estancia en la unidad de media y larga estancia el paciente requirié de nuevo ingreso en UCl el
8 de agosto de 2012. En los primeros cultivos de vigilancia realizados en este ingreso se detecté

este microorganismo, no habiéndose detectado durante el ingreso anterior en UCI, por lo que
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la adquisicidon se pudo producir en su estancia previa en las unidades de criticos, pero también
durante su estancia en sala de hospitalizacidn, incluyendo una sala de media y larga estancia. La
estancia del paciente en la UCI en este segundo ingreso fue de 5 dias, pero su estancia en el

hospital fue de 228 dias.

Perfil 6: Vardn de 53 afios que ingresé en UCI procedente de la sala de Neurologia el 29 de
noviembre de 2012 por insuficiencia respiratoria por neumonia por Streptococcus pneumoniae
requiriendo ventilacion mecanica invasiva, cateterizacién de via venosa central, sonda
nasogastrica y sondaje vesical. Como factores de riesgo para colonizacion por microorganismos
multirresistentes el paciente presentaba diabetes mellitus. El primer cultivo positivo para K.
pneumoniae BLEE se detectd el 10 de diciembre de 2012 (dos semanas desde el ingreso, con
unos cultivos de vigilancia previos negativos) por lo que tampoco parece el caso indice de este
clon, 12 dias mds tarde el paciente presentd una bacteriemia por este microorganismo. La

estancia en la UCI del paciente fue de 57 dias, falleciendo a los 4 dias del alta de esta unidad.

Perfil 9: Varon de 67 afios que ingreso en UCI el 18 de abril de 2013 por deterioro neuroldgico
relacionado con hematoma subdural diagndsticado a principios de mes. Por este motivo, el
paciente habia requerido ingreso previo en la Unidad de Reanimacién y en la sala de
Neurocirugia. La colonizacidn se detectd en los cultivos de vigilancia realizados el primer dia de

ingreso por lo que si que parece ser el caso indice de este brote.

4.3.2. Rep-PCR (Diversilab™)

En los estudios iniciales del brote, en 46 de las cepas pertenecientes a 44 pacientes se
realizé el estudio de tipificacion molecular mediante esta técnica. La rep-PCR se realizé en tres
experimentos diferentes, y para la separacion de los fragmentos mediante electroforesis en la
matriz microfluidica se utilizaron 8 chips diferentes. Los resultados obtenidos se muestran en la
Tabla 16 comparandolos con la PFGE y los dendogramas obtenidos se encuentran el Anexo Il.
Al comparar los resultados con los obtenidos mediante PFGE observamos importantes
discrepancias en la clasificacion. En la rep-PCR encontramos una muy baja reproducibilidad de
la técnica: la misma cepa, analizada en diferentes experimentos mostraba un patron de bandas
discordante, con porcentajes de semejanza inferiores al 95%, cuando deberian ser idénticas, tal
como se puede verificar en la Tabla 17 y en |a Figura 12. Debido a esta baja reproducibilidad
observada, se considerd que si la misma cepa de un paciente se encontraba en dos agrupaciones

clonales descritas en dias diferentes, éstas conformaban un mismo clon.
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Tabla 17. Comparacién de resultados de cepas de K.
pheumoniae de un mismo paciente realizados en

Tabla 16. Resultados Diversilab™ comparado con PFGE

Aislado Perfil Rep-PCR Perfil PFGE

Aislado Perfil Rep-PCR Perfil PFGE

183
391
437
438
479
545
592
604
605
606
614
637
640
643
665

A

>r>>>r>r>>r>r>>>>> >

2a
2b
1

PR R R R R R

S

Aislado Perfil Rep-PCR Perfil PFGE

843
844
941
1210
660
1230
737
1022

B

m MmO OO0 w

1
3
6d
6c
4a
4b
1
1

772
789
802
817
818
830
920
1000
1021
1163
1238
1263
1284
1285
1413

A

>>>>r>>>r>>>>>>>

PR R RRRRR R

(o)}
o

e

4a
2b

Aislado Perfil Rep-PCR Perfil PFGE

dias diferentes.

Numero de aislado Porcentaje de semejanza

604
605
747
438
479
437
136
183
737
234

92,1
87,1
68,8
55,7
76,4
57
56,2
72,4
83,4
77,4

136 No grupo 2a
1103 No grupo 6b
1542 No grupo 9

234 No grupo 3

676 No grupo 1
909 No grupo 6b
1261 No grupo 8

551 No grupo 1

Diverzilab v3.4 Key Chip-Hell
Report #19 44 15-2
——— 60 8-1
Sinilarity: 72.4%
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Figura 12. Comparacion del patron electroforético del
aislado 183 en dos experimentos.
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4.3.3. Amplificacién al azar de ADN polimérfico (RAPD)

La técnica de RAPD se realiz en 28 cepas
representativas de todas las agrupaciones y
subagrupaciones caracterizadas en la PFGE
con seis oligonucleétidos iniciadores
diferentes, en la Figura 13 puede observarse
el dendograma generado en el analisis. En el
Anexo lll se encuentra el mismo dendograma
con las imagenes obtenidas de |Ia
electroforesis. Como puede verse, esta técnica
agrupaba como semejantes perfiles diferentes
por PFGE (2b y 6d, 14 y 15, 7 y 21) y nos
separaba perfiles relacionados por PFGE (2b y

2ay todos los subgrupos del 6 y del 9).
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4.3.4. Multilocus sequence typing (MLST)

En la Tabla 18 se muestran los resultados obtenidos mediante MLST estudiando 52 cepas

representativas de todos los perfiles observados en la PFGE.

Tabla 18. Resultados MLST en cepas representativas de todos los perfiles de PFGE.

Perfil PFGE gapA infB mdh pgi phoE rpoB tonB ST

437 1 3 3 1 1 1 1 31 437
125H 1 3 3 1 1 1 1 31 437
1055 1 3 3 1 1 1 1 31 437
2214 1 3 3 1 1 1 1 31 437
843 1 3 3 1 1 1 1 31 437
136 2a 3 3 1 1 1 1 4 11
183 2a 3 3 1 1 1 1 4 11
2044 2a 3 3 1 1 1 1 4 11
391 2b 3 3 1 1 1 1 4 11
1413 2b 3 3 1 1 1 1 4 11
234 3 2 1 62 3 10 4 110 405
844 3 2 1 62 3 10 4 110 405
1874 3 2 1 62 3 10 4 110 405
614 4a 3 3 1 1 1 1 4 11
660 4a 3 3 1 1 1 1 4 11
1242 4a 3 3 1 1 1 1 4 11
1249 4a 3 3 1 1 1 1 4 11
1590 4a 3 3 1 1 1 1 4 11
1746 4a 3 3 1 1 1 1 4 11
1779 4a 3 3 1 1 1 1 4 11
1784 4a 3 3 1 1 1 1 4 11
2179 4a 3 3 1 1 1 1 4 11
1230 4b 3 3 1 1 1 1 4 11
2443 4b 3 3 1 1 1 1 4 11
763 4c 3 3 1 1 1 1 4 11
746 5 1 1 1 1 1 1 1 15
1845 6a 3 3 1 1 1 1 4 11
979 6b 3 3 1 1 1 1 4 11
1526 6b 3 3 1 1 1 1 4 11
1619 6b 3 3 1 1 1 1 4 11
1870 6b 3 3 1 1 1 1 4 11
1210 6¢c 3 3 1 1 1 1 4 11
1163 6d 3 3 1 1 1 1 4 11
1079 7 4 1 2 52 1 1 7 307
1261 8 2 3 5 1 12 4 9 33
1565 9a 3 4 6 1 7 4 38 147
1658 9a 3 4 6 1 7 4 38 147
1713 9a 3 4 6 1 7 4 38 147
1879 9a 3 4 6 1 7 4 38 147
1614 9b 3 4 6 1 7 4 38 147
1636 10 7 1 5 46 1 1 84 281
1684 11 2 1 2 4 9 1 14 39
2097 12 2 1 2 1 10 1 120 449
2037 13 4 1 2 52 1 1 7 307
2049 14 2 60 210 1 1 1 402 2850
2029 15 4 1 2 52 1 7 307
2082 16 18 22 55 22 269 13 194 2721
2452 17 60 24 21 27 47 17 67 2722
2503 18 1 1 1 1 1 1 1 15
2567 19 2 1 2 1 1 7 13 403
2612 20 3 4 6 1 7 4 38 147
642 21 3 1 1 68 4 1 39 471
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En los resultados observados en el estudio mediante MLST, cabe destacar que se
detectaron dos nuevas combinaciones de alelos, correspondientes a los perfiles 2082 y 2452 y
denominadas ST2721 y ST2722, asi como dos nuevos alelos de los genes mdh y tonB en la cepa
representativa del perfil 14. Estos dos nuevos alelos corresponden a variantes de los alelos
mdh70 (T° > A% y tonB4 (C*® > T?%). La combinacién de alelos descrita en esta cepa
corresponde al nuevo ST2850. Estas nuevas combinaciones y variantes alélicas fueron remitidas
y comprobadas por en Instituto Pasteur (klebsiellaMLST@pasteur.fr) y ya se encuentran alojadas

en su base de datos.

Sin lugar a dudas, cabe destacar la presencia de clones de alto riesgo entre los circulantes
en la Unidad de Cuidados Intensivos. El ST11 se ha detectado en 3 perfiles (38 pacientes), el
ST147 en dos perfiles de PFGE (13 pacientes) y el ST15 también en dos perfiles (3 pacientes). El
perfil 1, que corresponde a casi la mitad de los pacientes, pertenece al ST437, single locus variant

del ST258 (cambio en alelo de tonB: 79 por 31).
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4.4.  Caracterizacion molecular de la resistencia a B-lactamicos
4.4.1. PCR multiplex BLEE

Esta técnica se realizd sobre 59 cepas representativas de los 21 perfiles de PFGE, en la Tabla

19 se describen los resultados obtenidos por perfiles.

Tabla 19. Resultados obtenidos mediante PCR multiplex de BLEE por perfiles de PFGE.

Perfil N2 aislados estudiados Resultado

1 4 SHV

2a 4 SHV

2b 1 SHV

3 3 SHV + CTX-M grupo 1
4a 11 SHV + CTX-M grupo 1
4b 2 SHV + CTX-M grupo 1
4c 1 SHV + CTX-M grupo 1
5 1 SHV

6a 1 SHV + CTX-M grupo 1
6b 4 SHV + CTX-M grupo 1
6¢ 1 SHV + CTX-M grupo 1
6d 2 SHV + CTX-M grupo 1
7 1 SHV + CTX-M grupo 1
8 1 SHV + CTX-M grupo 1
9a 6 SHV + CTX-M grupo 9
9b 1 SHV + CTX-M grupo 9
10 1 SHV + CTX-M grupo 1
11 1 SHV + CTX-M grupo 1
12 1 SHV + CTX-M grupo 1
13 1 SHV + CTX-M grupo 1
14 1 SHV + CTX-M grupo 9
15 1 SHV + CTX-M grupo 1
16 1 SHV + CTX-M grupo 1
17 1 SHV

18 2 SHV

19 1 SHV + CTX-M grupo 1
20 2 SHV + CTX-M grupo 9
21 1 SHV + CTX-M grupo 1

Los resultados obtenidos muestran un predominio de BLEE tipo CTX-M grupo 1,
detectandose en 13 perfiles de PFGE, en tres perfiles se detectd la presencia de BLEE de tipo
CTX-M grupo 9 y en 5 Unicamente se producia amplificacion del gen de SHV. Como ya se ha
comentado con anterioridad, K. pneumoniae presenta una B-lactamasa tipo SHV cromosdmica
por lo que es necesario realizar la secuenciacidon de este gen para determinar si ademas ha

adquirido otra B-lactamasa tipo SHV con actividad BLEE.
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4.4.2. PCRy secuenciacion BLEE tipo CTX-M grupo 1

La PCR y secuenciacién de BLEE tipo CTX-M grupo 1 se realizé en 33 cepas representativas
de los 13 perfiles (con sus subperfiles correspondientes) en los que se habia detectado este gen
en la PCR multiplex. En aquellos casos en los que la secuenciacién utilizando los oligonucledtidos
iniciadores descritos por Pagani et al. (133), indicaban la presencia de una variante de CTX-M-3
se complementaron los resultados con la secuenciacién utilizando uno de los oligonucledtidos

descrito por Carattoli et al. (134). Los resultados se muestran en la Tabla 20.

Tabla 20. Resultados PCR y secuenciacién CTX-M grupo 1 por perfiles de PFGE.

Perfil PFGE N2 cepas estudiadas Resultado
3 1 CTX-M-15
4a 9 CTX-M-1
4b 2 CTX-M-1
6a 1 CTX-M-3
6b 4 CTX-M-3
6¢ 1 CTX-M-3
6d 2 CTX-M-3
7 1 CTX-M-15
8 1 CTX-M-15
10 1 CTX-M-15
11 1 CTX-M-15
12 1 CTX-M-3
13 1 CTX-M-15
15 1 CTX-M-15
16 1 CTX-M-15
19 1 CTX-M-15
21 1 CTX-M-15

4.4.3. PCR Yy secuenciacion BLEE tipo CTX-M grupo 9

La PCR y secuenciacion de BLEE tipo CTX-M grupo 9 se realizd en 8 cepas representativas de

los 3 perfiles detectados mediante PFGE, en la Tabla 21 se resumen los resultados obtenidos.

Tabla 21. Resultados PCR y secuenciacién CTX-M grupo 9 por perfiles de PFGE.

Perfil PFGE N2 cepas estudiadas Resultado
9a 4 CTX-M-9
9b 1 CTX-M-9
14 1 CTX-M-14
20 2 CTX-M-9
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4.4.4. PCRy secuenciacion B-lactamasa tipo SHV

La PCR y secuenciacién de B-lactamasa tipo SHV se realizdé en 18 cepas representativas de
los 8 perfiles que habia dado como resultado SHV o SHV + CTX-M grupo 9 en la PCR multiplex de

BLEE. En la Tabla 22 se resumen los resultados obtenidos.

Tabla 22. Resultados de secuenciacion del gen SHV por perfiles de PFGE.

Perfil PFGE Resultado PCR multiplex BLEE N2 cepas estudiadas  Resultado SR
Bush Jacoby

1 SHV 6 SHV-12 2be

2a SHV 3 SHV-12 2be

2b SHV 3 SHV-11 2b

5 SHV 1 SHV-2 2be

9a SHV + CTX-M grupo 9 1 SHV-12 2be

9b SHV + CTX-M grupo 9 1 SHV-11 2b

14 SHV + CTX-M grupo 9 1 SHV-56 2br

17 SHV 1 SHV-7 2be

18 SHV 1 SHV-2 2be

Como puede observarse 3 perfiles o subperfiles presentaban SHV no clasificadas como BLEE
segun la clasificacion de Bush-Jacoby: 2b, 9b y 14. Tanto en el 9b como en el 14 se habia
detectado una B-lactamasa de espectro extendido del grupo 9 de CTX-M, pero en el subperfil 2b
se requeria un estudio mas amplio para determinar que enzima o grupo de enzimas estaba

implicado en el fenotipo BLEE observado en el antibiograma (Figura 14).

Figura 14. Antibiograma de aislados incluidos en perfil de PFGE 2b.
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4.4.5. PCRy secuenciacion de B-lactamasas de tipo TEM

En la busqueda del mecanismo de resistencia que afectaba a los aislados pertenecientes al
subperfil 2b se decidid realizar la PCR y secuenciacidn de B-lactamasas de tipo TEM, ya que
algunas de ellas tienen fenotipo BLEE, en 34 cepas representativas de todos los perfiles y
subperfiles de PFGE. Las 14 cepas con resultado positivo en la PCR fueron posteriormente
secuenciadas utilizando los mismos oligonucleétidos. En la Tabla 23 se muestran los resultados

obtenidos:

Tabla 23. Resultados de la PCR y secuenciaciéon de TEM.

Resultado obtenidos

Perfil PFGE N2 cepas estudiadas Resultado Secuenciacion
hasta el momento

1 SHV-12 1 Negativo -
2a SHV-12 2 Negativo -
2b SHV-11 (No BLEE) 3 Negativo -
3 CTX-M-15 3 Positivo TEM-1
4a CTX-M-1 1 Negativo -
4b CTX-M-1 1 Negativo -
4c CTX-M-1 1 Negativo -
5 SHV-2 1 Positivo TEM-1
6a CTX-M-3 1 Negativo -
6b CTX-M-3 1 Negativo -
6¢ CTX-M-3 1 Negativo -
6d CTX-M-3 1 Negativo -
7 CTX-M-15 1 Positivo TEM-1
8 CTX-M-15 1 Positivo TEM-1
9a CTX-M-9 + SHV-12 1 Negativo -
9b CTX-M-9 + SHV-11 1 Negativo -
10 CTX-M-15 1 Positivo TEM-1
11 CTX-M-15 1 Positivo TEM-1
12 CTX-M-3 1 Negativo -
13 CTX-M-15 1 Positivo TEM-1
14 CTX-M-14 + SHV-56 1 Negativo TEM-1
15 CTX-M-15 1 Positivo TEM-1
16 CTX-M-15 1 Positivo TEM-1
17 SHV-7 1 Negativo -
18 SHV-2 1 Negativo -
19 CTX-M-15 1 Positivo TEM-1
20 CTX-M-9 1 Negativo -
21 CTX-M-15 2 Positivo TEM-1

La B-lactamasa de tipo TEM detectada, TEM-1, se clasifica dentro del grupo 2b de Bush y
Jacoby y carece de actividad BLEE, pudiendo producir resistencia a ampicilina y cefalosporinas

de primera generacion.
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4.4.6. PCR de otras B-lactamasas de espectro extendido

Se realizé la PCR de B-lactamasas de tipo CTX-M de los grupos 2, 8 y 25 en 2 cepas
representativas del perfil 2b obteniendo resultados negativos en todos los casos. El estudio
utilizando oligonucledtidos degenerados de CTX-M para detectar cualquier tipo de B-lactamasa

de este grupo en dos cepas clasificadas en 2b también obtuvo resultados negativos.

Posteriormente se realizé la PCR de las B-lactamasas de espectro extendido descritas
habitualmente en Pseudomonas aeruginosa derivadas de OXA-2, OXA-10 y PER en 2 cepas
representativas de 2b y presentaron resultados negativos. La PCR de las B-lactamasas muy poco
frecuentes GES y SFO también dio resultados negativos. Con los resultados obtenidos no se logré

caracterizar la BLEE presente en este grupo de aislados.

4.4.7. PCRy secuenciacion de OXA-1

En una gran parte de los aislados se observaba disminucién de la sensibilidad a
amoxicilina/clavulanico y piperacilina/tazobactam por lo que se estudio la presencia de OXA-1 o
sus derivadas mediante PCR y secuenciacidon. La PCR de OXA-1 se realiz6 en 78 cepas
representativas de los 21 perfiles (52,3% de las cepas del estudio), obteniendo resultados
positivos en 40 cepas representativas de 10 perfiles. La secuenciacion de OXA-1 se realizé en al

menos una cepa de cada perfil. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 24.

Tabla 24. Resultados de la PCR y secuenciaciéon de OXA-1.

Perfil PFGE GO LS N ce.pas Resultado N cey.aas Secuenciacion
hasta el momento estudiadas secuenciadas

1 SHV-12 5 Positivo 5 OXA-1
2a SHV-12 10 Positivo 2 OXA-1
2b SHV-11 (No BLEE) 3 Positivo 3 OXA-1
3 CTX-M-15 + TEM-1 3 Positivo 3 OXA-1
4a CTX-M-1 17 Negativo - -
4b CTX-M-1 3 Positivo 2 OXA-1
4c CTX-M-1 1 Positivo 1 OXA-1
5 SHV-2 + TEM-1 5 Negativo - =
6a CTX-M-3 1 Negativo - -
6b CTX-M-3 6 Positivo 1 OXA-1
6¢ CTX-M-3 1 Negativo - -
6d CTX-M-3 2 Positivo 0 -

7 CTX-M-15 + TEM-1 1 Negativo - -

8 CTX-M-15 + TEM-1 1 Negativo - -
9a CTX-M-9 + SHV-12 5 Negativo = =
9b CTX-M-9 + SHV-11 1 Negativo - -
10 CTX-M-15 + TEM-1 1 Positivo 1 OXA-1
11 CTX-M-15 + TEM-1 1 Positivo 1 OXA-1
12 CTX-M-3 1 Positivo 2 OXA-1
13 CTX-M-15 + TEM-1 1 Positivo 1 OXA-1
14 CTX-M-14 + SHV-56 + TEM-1 1 Negativo - -




Tabla 24. Resultados de la PCR y secuenciacion de OXA-1 (continuacion).

Perfil PFGE R adclobtenldos N c?pas Resultado NS ce|:'>as Secuenciacion
hasta el momento estudiadas secuenciadas

15 CTX-M-15 + TEM-1 1 Negativo - -

16 CTX-M-15 + TEM-1 1 Negativo - -

17 SHV-7 1 Negativo - -

18 SHV-2 1 Negativo - -

19 CTX-M-15 + TEM-1 1 Positivo 1 OXA-1

20 CTX-M-9 1 Negativo - -

21 CTX-M-15-TEM-1 2 Positivo 1 OXA-1

4.4.8. PCR B-lactamasas tipo AmpC

En la revision de antibiogramas se observo resistencia a cefoxitina y amoxicilina/clavulanico
en 13 cepas pertenecientes a los perfiles 1y 6, por lo que se considerd que debia estudiarse la
presencia de B-lactamasas tipo AmpC mediante PCR. En la Figura 15 pueden observarse los

antibiogramas de estas cepas.

Perfil 1

Perfil 6¢ Perfil 6d

Figura 15. Antibiogramas de los aislados estudiados para descartar la presencia de B-lactamasas tipo AmpC.
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Todos los aislados pertenecientes al clon 1 presentaron resultados negativos en esta prueba,
pero los aislados estudiados pertenecientes al clon 6 presentaban una B-lactamasa AmpC tipo
DHA. Por este motivo se decidié realizar la prueba al resto de aislados englobados en este perfil
pero en otros subperfiles (6a y 6b) aunque fenotipicamente no parecieran presentar esta B-
lactamasa. Los resultados de esta nueva prueba en las cepas restantes presentaron resultados

negativos. En la Figura 16 pueden observarse los antibiogramas de algunas de estas cepas.

Figura 16. Antibiograma de alguna de las cepas del perfil 6 no productoras de B-lactamasas tipo DHA.

4.4.9. PCR de carbapenemasas

En los estudios fenotipicos se observd la presencia de metalo-B-lactamasas en dos cepas
que tras los estudios de tipificacién molecular quedaron englobadas en el perfil 20 (ST147) y
presentaban una B-lactamasa de tipo CTX-M-9. El estudio mediante PCR multiplex de
carbapenemasas demostré que se trataba de una metalo-B-lactamasa tipo VIM. La presencia de
carbapenemasas en enterobacterias en la UCI en el momento de aparicién de estos casos
consituia una situacién excepcional, pudiendo considerar que estos dos casos son de los
primeros productores de carbapenemasa detectados en este servicio. En la Figura 17 se muestra

el antibiograma de estos aislados.

Figura 17. Cepas productoras de carbapenemasa tipo VIM y CTX-M-9 pertenecientes al perfil 20 y ST147.
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El primer caso detectado era un paciente vardn de 36 afos trasladado procedente de la
unidad de cuidados intensivos de otro hospital por requerimiento de oxigenacidon por membrana
extracorporea (ECMO). La procedencia de otra UCI, una estancia en ese hospital de mas de 5
dias y haber recibido antibioterapia previa eran los factores de riesgo para microorganismos
multirresistentes que presentaba este paciente. El segundo caso se detecté una semana mas

tarde en el mismo box, mientras el primer paciente permanecia ingresado.

4.5. Resistencia a colistina mediada por genes mcr

La resistencia a colistina mediada por genes mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4 y mcr-5 fue
estudiada en las 149 cepas que componen este estudio obteniendo resultados negativos en
todos los casos. Podemos pensar que los casos en los que observamos una desaparicién del halo
de inhibicidn (Figura 18), se deben a mecanismos no transmisibles que pueden estar asociados
al consumo de este antibidtico, ya fuera como antibidtico pautado para el tratamiento del
paciente o como uno de los componentes de la solucién de descontaminacién digestiva
selectiva. Esta situacion se daba en 5 de los 7 pacientes (10 aislados) en los que se detectd esta

desaparicién del halo de inhibicion de colistina.

Perfil 1 Perfil 2

Perfil 6a Perfil 6b Perfil 6d

Figura 18. Antibiogramas de las cepas con desaparicion del halo de inhibicion a colistina.
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4.6. Factores de virulencia asociados a la capsula polisacaridica

La presencia de los subtipos capsulares K1, K2, K5, K20, K54 y K57, asi como los genes rmpA
y wcaG, reconocidos como factores de virulencia asociados a la capsula de K. pneumoniae fueron
estudiados mediante PCR multiplex (146). De los 57 aislados estudiados, representativos de
todos los perfiles y subperfiles hallados en la PFGE, Unicamente resultaron positivos cinco: los 3
del perfil 4b y el del perfil 7, ambos positivos para el subtipo capsular K1, y el aislado del perfil
11, positivo para el subtipo capsular K2 (Tabla 25). Ninguno de los pacientes desarrollé un
proceso infeccioso causado por este microorganismo durante su estancia en la unidad de

medicina intensiva.

Tabla 25. Resultados estudio de factores de virulencia asociados a la capsula mediante PCR.

Perfil N2 aislados estudiados/N® aislados perfil PFGE Resultado
1 8/64 Negativo
2a 4/10 Negativo
2b 2/3 Negativo
3 3/3 Negativo
4a 7/17 Negativo
4b 3/3 K1

4c 1/1 Negativo
5 1/1 Negativo
6a 1/1 Negativo
6b 3/6 Negativo
6¢C 1/1 Negativo
6d 1/3 Negativo
7 1/1 K1

8 1/1 Negativo
9a 4/11 Negativo
9b 1/1 Negativo
10 1/1 Negativo
11 1/1 K2

12 1/1 Negativo
13 1/1 Negativo
14 1/1 Negativo
15 1/1 Negativo
16 1/1 Negativo
17 1/1 Negativo
18 1/2 Negativo
19 1/1 Negativo
20 1/2 Negativo
21 1/2 Negativo
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4.7. Resumen de los resultados de la caracterizacion molecular

En la Tabla 26 se presentan los resultados de todo el estudio de caracterizacion molecular
realizado sobre los 149 aislados de K. pneumoniae productora de BLEE de los 129 pacientes que
estuvieron ingresados en la unidad de medicina intensiva en el periodo comprendido entre

octubre de 2011 y junio de 2014 inclusive.

Tabla 26. Resumen de los resultados de la caracterizacion molecular de la resistencia y factores de virulencia
asociados a la capsula.

Perfil PFGE  Caracterizacion resistencia B-lactamicos Virulencia MLST N aislados N pacientes

1 SHV-12 + OXA-1 = ST437 71 64
2a SHV-12 + OXA-1 = ST11 10 10
2b OXA-1 = ST11 3 3
3 CTX-M-15 + OXA-1 + TEM-1 = ST405 3

4a CTX-M-1 = ST11 17 17
4b CTX-M-1 + OXA-1 K1 ST11 3 3
4c CTX-M-1 + OXA-1 = ST11 1 1
5 SHV-2 + TEM-1 = ST15 1 1
6a CTX-M-3 = ST11 1 1
6b CTX-M-3 + OXA-1 = ST11 6 5
6¢ CTX-M-3 + DHA = ST11 1 1
6d CTX-M-3 + OXA-1 + DHA - ST11 3 2
7 CTX-M-15 + TEM-1 K1 ST307 1 1
8 CTX-M-15 + TEM-1 - ST33 1 1
9a CTX-M-9 + SHV-12 - ST147 11 10
9b CTX-M-9 = ST147 1 1
10 CTX-M-15 + OXA-1 + TEM-1 = ST281 1 1
11 CTX-M-15 + OXA-1 + TEM-1 K2 ST39 1 1
12 CTX-M-3 + OXA-1 = ST449 1 1
13 CTX-M-15 + OXA-1 + TEM-1 = ST307 1 1
14 CTX-M-14 + SHV-56 + TEM-1 - ST2850 1 1
15 CTX-M-15 + TEM-1 = ST307 1 1
16 CTX-M-15 + TEM-1 = ST2721 1 1
17 SHV-7 = ST2722 1 1
18 SHV-2 = ST15 2 2
19 CTX-M-15 + OXA-1 + TEM-1 = ST403 1 1
20 CTX-M-9 + VIM = ST147 2 2
21 CTX-M-15 + OXA-1 + TEM-1 = ST471 2 1
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4.8. Informe acumulado de sensibilidad

A continuacion en la Tabla 27 se muestra el informe acumulado de sensibilidad en funcion

de los perfiles obtenidos en la PFGE.

Tabla 27. Informe acumulado de sensibilidad por perfiles de PFGE.

Clon 1-ST437 Clon 2a-ST11 Clon 2b - ST11 Clon 3 — ST405
SHV-12 + OXA-1 SHV-12 + OXA-1 OXA-1 CTX-M-15 + OXA-1 + TEM-1

n=71 n=10 n=3 n=3
Ampicilina 0 0 0 0
Amoxicilina/Clavulanico 1,4 0 100 100
Piperacilina/Tazobactam 1,4 0 100 100
Cefoxitina 50,7 20 100 100
Cefuroxima 0 0 0 0
Ceftriaxona 0 0 0 0
Ceftazidima 0 0 0 0
Aztreonam 0 0 0 0
Ertapenem 95,8 100 100 100
Imipenem 98,6 100 100 100
Ciprofloxacino 0 0 0 100
Cotrimoxazol 0 0 0 0
Tobramicina 0 0 0 0
Amkacina 85,9 10 0 100
Gentamicina 0 0 - 0

Clon 4a - ST11 c&“Jf:glﬂ . Clon 4c - ST11 Clon 6a - ST11 Clon 6b - ST11
CTX-M-1 . CTX-M-1 + OXA-1 CTX-M-3 CTX-M-3 + OXA-1
n=17 Serotipo K1 n=1 n=1 n=6
n=3

Ampicilina 0 0 0 0 0
Amoxicilina/Clavulanico 58,8 0 0 0 0
Piperacilina/Tazobactam 58,8 0 0 0 0
Cefoxitina 70,6 66,7 100 100 66,7
Cefuroxima 0 0 0 0 0
Ceftriaxona 0 0 0 0 0
Ceftazidima 11,8 0 0 0 0
Aztreonam 11,8 0 0 0 0
Ertapenem 100 100 100 100 83,3
Imipenem 100 100 100 100 100
Ciprofloxacino 0 0 0 0 16,7
Cotrimoxazol 17,6 0 0 0 0
Tobramicina 100 0 0 0 0
Amkacina 100 33,3 0 100 0
Gentamicina 100 50 100 0 0

Clon 6¢ - ST11 Clon 6d —ST11 Clon 9a - ST147 Clon 9b — ST147
CTX-M-3 + DHA CTX-M-3 + DHA + OXA-1 CTX-M-9 + SHV-12 CTX-M-9

n=1 n=3 n=11 n=1
Ampicilina 0 0 0 0
Amoxicilina/Clavulanico 0 0 100 100
Piperacilina/Tazobactam 0 0 100 100
Cefoxitina 0 0 100 100
Cefuroxima 0 0 0 0
Ceftriaxona 0 0 0 0
Ceftazidima 0 0 0 100
Aztreonam 0 0 0 100
Ertapenem 100 33,3 100 100
Imipenem 100 66,7 100 100
Ciprofloxacino 0 0 0 0
Cotrimoxazol 0 0 0 0
Tobramicina 0 0 0 0
Amkacina 0 0 63,6 100
Gentamicina - 0 0 0
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Tabla 27. Informe acumulado de sensibilidad por perfiles de PFGE (continuacién).

Clon 18 - ST15 Clon 20 - ST147 Clon 21 - ST471
SHV-2 CTX-M-9 + VIM CTX-M-15 + OXA-1+ TEM-1

n=2 n=2 n=2
Ampicilina 0 0 0
Amoxicilina/Clavulanico 0 0 50
Piperacilina/Tazobactam 0 0 50
Cefoxitina 100 0 50
Cefuroxima 0 0 0
Ceftriaxona 0 0 0
Ceftazidima 0 0 50
Aztreonam 0 0 50
Ertapenem 100 0 100
Imipenem 100 0 100
Ciprofloxacino 0 0 50
Cotrimoxazol 0 0 0
Tobramicina 100 0 0
Amkacina 0 0 100
Gentamicina 0 0 0

En la Tabla 28 se muestra la sensibilidad de los perfiles de PFGE con un Unico aislado.

Tabla 28. Informe de sensibilidad de los perfiles de PFGE con un Unico aislado.

Ampicilina R R R R R R R R R R R R
Amoxicilina/Clavulanico S S S S S R S R S S S S
Piperacilina/Tazobactam S S S S S R S R S S S S
Cefoxitina S S S S S S S | S S S S
Cefuroxima | R R R R R R R R R R R
Ceftriaxona S R R R R R R R R R R R
Ceftazidima S | | | | | | R R S R R
Aztreonam S | | | | | | R R S R R
Ertapenem S S S S S S S S S S S S
Imipenem S S S S S S S S S S S S
Ciprofloxacino R R | S S S R S R S S |
Cotrimoxazol R R R R R S R | R R S R
Tobramicina R R R R R R R S R R R R
Amikacina S S S S S R S S S S S S
Gentamicina R R S R R R R
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4.9. Resultados secuenciacion genémica completa

Durante el desarrollo de esta tesis se tuvo la oportunidad de realizar la secuenciacion
gendémica completa de dos cepas, para ello se seleccionaron dos aislados pertenecientes al perfil
1 de PFGE que era el mayoritario entre los estudiados y estaba asociado al brote que se
pretendia analizar en profundidad. Los aislados analizados se seleccionaron del principio y final
del periodo de estudio (abril de 2012 y febrero de 2014). En la Figura 19 se presenta el

antibiograma de ambos aislados. El motivo por los que decidié realizar el estudio del segundo

fue por la apariciéon de nuevas resistencias respecto al primer caso.

Figura 19. Antibiograma de los aislados de K. pneumoniae en los que se realizé secuenciacion genomica.

La evaluacion mediante QUAST del ensamblaje realizado en el laboratorio externo se

muestra en la Tabla 29.

Tabla 29. Evaluacion QUAST del ensamblaje.

Numero de contigs (20 pb) 166 115
Numero de contigs (21.000 pb) 64 60
Contigs 73 68
Contig mas largo 663.931 664.167
Longitud total 5.662.465 5.659.645
Longitud total (20 pb) 5.694.279 5.672.654
Longitud total (21.000 pb) 5.656.102 5.653.863
GC(%) 56,87 56,86
N50 329556 329556
N75 120023 155401
L50 7 7

L75 15 14
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En primer lugar con los datos obtenidos se realizd un primer andlisis del archivo fasta
obtenido utilizando la base de datos del Instituto Pasteur, que contiene marcadores de
resistencia y factores de virulencia asociados a este microorganismo. Los resultados se muestran

en la Tabla 30.

Tabla 30. Analisis del archivo fasta utilizando la base de datos del Instituto Pasteur.

Aislado 1 Aislado 2

MLST ST437 ST437
. . . SHV-11
Resistencia a betalactamicos OXA-1 OXA-1
aac(3)-lla aac(3)-lla

Resistencia a aminoglucésidos

Genes relacionados con resistencia a
quinolonas y aminoglucésidos

Genes relacionado

con resistencia a quinolonas

Factores de virulencia

ant(3”)-la
aph(3’)-la-al

aac(6’)-1b- cr

gyrA9
parc10
gnrS1
wzil09-K36
genes mrk (A-J)
marAl, marR10
acrA23, acrB27, acrR2

ant(3”)-la
aph(3’)-la-al

aac(6’)-1b- cr

gyrA9
parc10
gnrS1
wzil09-K36
genes mrk (A-J)
marAl, marR10
acrA23, acrB27, acrR2

rob3 rob3
) envR3, fis1 envR3, fis1
Bombas de eflujo <diAG <diAG
SoxR2, soxS2 SoxR2, soxS2
rarAl4 rarA14
ogxB26 0gxA24, ogxB26
Otros genes de resistencia antibidtica fosA1

Resistencia a metales pesados terB13, terE4, terW4 terB13, terE4, terW4

Sin lugar a dudas, lo primero que llama la atencidn de estos resultados es la no deteccidn
de la B-lactamasa de espectro extendido SHV-12, que habia sido detectada previamente por
secuenciacién de Sanger, en ninguna de las dos cepas. Podemos observar que ademads en la

primera de las cepas se detecta una B-lactamasa tipo SHV-11, pero no asi en el segundo aislado.

En estos aislados como podemos observar la resistencia a aminoglucdsidos estd mediada
por hasta 4 enzimas modificadoras, y aunque alguna de ellas en principio podria afectar a

amikacina, en nuestros aislados la sensibilidad a este antibidtico se mantenia.

La resistencia a quinolonas esta mediada en estos aislados por hasta 3 mecanismos
diferentes: a) modificacidn de la diana b) modificacién del antimicrobiano y c) proteccién de la
diana. GyrA presenta 3 mutaciones en su secuencia, destacando S83I. ParC presenta 3
mutaciones, siendo la mds importante S80I asociada a un alto nivel de resistencia a estos

antibioticos. Ademas presenta dos mecanismos de resistencia mediados por plasmidos: la
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enzima aminoglucdsido acetiltransferasa AAC(6’)-Ib-cr y la proteina QnrS1 que protege a la
diana para evitar la unién del antibiético. En la cepa 1 encontramos el gen fosA1 que codifica a
la proteina FosA implicada en la resistencia a fosfomicina por conjugacién de ésta con glutation,

pero no se encuentra presente en la cepa 2.

Ademas observamos que los dos aislados presentan la agrupacién de genes mrk que
codifican la produccién de fimbrias de tipo 3, que como ya se ha comentado anteriormente
aumentan la virulencia de este microorganismo por facilitar la formacién de biopeliculas. El tipo

capsular detectado, K36, no se encuentra asociado a hipervirulencia.

A pesar de la deteccién de multiples genes que codifican bombas de eflujo en este
microorganismo, desconocemos el nivel de expresién de estos, por lo que pensamos que el
mayor nivel de resistencia encontrado en el segundo aislado podria deberse a esa
hiperexpresién en ausencia de la deteccion de otros mecanismos de resistencia transmisibles
detectados. En el primer aislado no se ha detectado el gen ogxA pero probablemente se deba a

que se encuentre dividido en 2 contigs.

Dada la no deteccidn de SHV-12 a través del analisis realizado con la base de datos del
instituto Pasteur, se decidid estudiar ambos aislados utilizando las herramientas online
disponibles en la pagina web del Center of Genomic Epidemiology: ResFinder, KmerResistance
y PlasmidFinder. Se decidié utilizar los archivos fasta (datos de ensamblaje) y fastq (lecturas

depuradas) apareados cuando era posible para comparar los resultados obtenidos.

En la Tabla 31 se muestran los resultados de ResFinder utiizando ambos archivos en los dos
aislados. Como podemos observar los resultados obtenidos a través de ResFinder partiendo de
un ensamblaje o partiendo de raw data apareados son similares, salvo por una clara diferencia,
a partir de raw data en el aislado 2 es posible detectar la B-lactamasa de espectro extendido
SHV-12, mientras que se identifica como SHV-13 (también B-lactamasa de espectro extendido)
a partir del archivo fasta. Los resultados en cuanto a la resistencia a aminoglucdsidos también
son similares (puesto que aadA2 y ant(3”)-la son sindnimos) salvo por la variaciéon en la
subclasificacion de aac(3)-lla (Pasteur), y aac(3)-lld en ResFinder, aunque en ResFinder nos
indican que el porcentaje de concordancia de la secuencia con este gen es de 99,88%. Esta
herramienta proporciona mas informacion relativa a genes de resistencia adquiridos respecto a
la base de datos del instituto Pasteur, pero no analiza las resistencias debidas a inserciones,

mutaciones o delecciones.
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Tabla 31. Resultados ResFinder.

R B-lactamicos

RAG

RAGYFQ

R quinolonas
R fosfomicina
R tetraciclinas
R sulfamidas

R rifampicina
R trimetoprim
R cloranfenicol
R macrélidos

1 - fasta

OXA-1 (100%)
SHV-182 (99,88%)

aadA2 (100%)
aph(3’)-la (100%)

aac(3)-1ld (99,88%)

aac(6’)-1b- cr

2-fasta 2-fastq
OXA-1 (100%)
SHV-12 (100%)
SHV-182 (99,88%)
aadA2 (100%)
aph(3’)-la (100%)
aac(3)-1ld (99,88%)
aac(6’)-1b- cr

1 - fastq

OXA-1 (100%)
SHV-182 (99,88%)

OXA-1 (100%)
SHV-13 (100%)

aadA2 (100%)
aph(3’)-la (100%)
aac(3)-1ld (99,88%)
aac(6’)-1b- cr

aadA2 (100%)
aph(3’)-la (100%)
aac(3)-1ld (99,88%)
aac(6’)-1b- cr

(100%) (100%) (100%) (100%)
gnrS1 (100%) gnrS1 (100%) gnrS1 (100%) gnrS1 (100%)
fosA (99,27%) fosA (99,27%) fosA (99,27%) fosA (99,27%)

tet(A) (100%)
sull (100%)
arr-3 (100%)

drfA12 (100%)

catB3 (100%)

mpHA (100%)

Bombas eflujo 0gxA, 0gxB (100%)

tet(A) (99,27%) - ]
sull (100%) sull (100%) sull (100%)

arr-3 (100%) arr-3 (100%) arr-3 (100%)
drfA12 (100%) drfA12 (100%) drfA12 (100%)
catB3 (100%) catB3 (100%) catB3 (100%)

mpHA (100%)
0gxA, ogxB (100%)

- mpHA (100%)
0gxA, ogxB (100%)  ogxA, ogxB (100%)

R: Resistencia; AG: aminoglucdsidos; FQ: fluoroquinolonas

Utilizando otra estrategia de andlisis diferente, KmerResistance, un mapeo que examina la

co-ocurrencia de k-mers (fragmentos de la secuencia de ADN de longitud k) entre los datos de

las lecturas de Illumina (lecturas depuradas apareadas y desapareadas - fastq) y la base de datos

de genes de resistencia antibidtica, obtuvimos resultados distintos que se muestran en la Tabla

32, ademas en la misma tabla presentamos los resultados obtenidos comparandolos con los que

se producen si se utiliza la misma estrategia de analisis a partir del ensamblaje realizado en el

laboratorio externo (archivo fasta).

Tabla 32. Resultados analisis mediante KmerResistance

Resistencia B-lactamicos

Resistencia minoglucésidos

Resistencia aminoglucésidos
y fluoroquinolonas
Resistencia quinolonas
Resistencia fosfomicina
Resistencia tetraciclinas
Resistencia sulfamidas
Resistencia rifampicina
Resistencia trimetoprim
Resistencia cloranfenicol
Resistencia macrdlidos
Bombas eflujo

1- fastq 1 - fasta 2-fastq 2-fasta
OXA-1 OXA-1 OXA-1 OXA-1
SHV-11 SHV-182 SHV-12 SHY-12
SHV-12 SHV-182
aadA2 aadA2 aadA2 aadA2
aph(3’)-la aph(3’)-la aph(3’)-la aph(3’)-la
aac(3)-lld aac(3)-lld aac(3)-lld aac(3)-lld

aac(6’)-1b- cr

aac(6’)-1b- cr

aac(6’)-1b- cr

aac(6’)-1b- cr

gnrS1 gnrS1 gnrS1 gnrS1
fosA fosA fosA fosA
tet(A) tet(A) - -
sull sull sull sull
arr-3 arr-3 arr-3 arr-3
drfA12 drfA12 drfA12 drfA12
catB3 catB3 catB3 catB3
mph(A) mph(A) mph(A) mph(A)
0gxA, ogxB 0gxA, ogxB 0gxA, ogxB 0gxA, ogxB
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Como podemos observar utilizando KmerResistance a partir de los datos fastq se detecta
en ambas cepas la B-lactamasa de espectro extendido SHV-12, que no fue detectada utilizando
la base de datos del Instituto Pasteur y sélo en una de las cepas utilizando ResFinder a partir del
archivo fastq, por lo que podemos pensar que la secuencia de esta B-lactamasa se encuentra

dividida entre 2 contigs obtenidos en el ensamblaje realizado en el laboratorio externo.

Center for Genomic Epidemiology dispone de otra herramienta que ayuda a la deteccién
de plasmidos presentes en los aislados: PlasmidFinder, que realiza una busqueda en una base
de datos que contiene los replicones de 559 plasmidos encontrados en Enterobacteriaceae
(excluyendo aquellas especies detectadas como endosimbiontes de insectos o nematodos,
patdgenos de plantas o peces, o que se encuentran en el suelo o la rizosfera). En la Tabla 33 se

presentan los resultados obtenidos al aplicarlo sobre los archivos fasta de nuestros aislados.

Tabla 33. Resultados del analisis mediante PlasmidFinder.

IncFII(K) (100%) IncFII(K) (100%)
IncR (100%) IncR (100%)
IncFIB(Mar) (99,84%) IncFIB(Mar) (99,84%)
IncHI1B (99,82%) IncHI1B (99,82%)
Incl1 (99,3%) Incl (99,3%)
IncFIB(K) 99,11%) IncFIB(K) 99,11%)

Con las herramientas de las que disponemos hemos llegado a establecer la relacidn de estos
plasmidos con resistencia a metales pesados, encontrando asociacion entre IncFlI(K) y el locus

Ars, asociado a la resistencia a arsénico o IncHI1B, asociado a la resistencia a telurito.

4.10. Medidas de control
4.10.1. Muestreo ambiental

A finales de agosto de 2012, ante el incremento observado en el nimero de casos de
colonizacion/infecciéon por K. pneumoniae productora de BLEE en UCI, se procedié a realizar un
muestreo ambiental aleatorio mediante la técnica de la gasa estéril, obteniendo como
resultados el aislamiento Unico de una cepa de K. pneumoniae productora de BLEE en el entorno
de uno de los pacientes colonizados en ese momento en el box n? 2 y en la zona sucia de ese
mismo box (Tabla 34). Lamentablemente, no fue posible recuperar las cepas para realizar los
estudios de epidemiologia molecular, aunque fenotipicamente estos aislados parecian

compatibles con el perfil 1 de Klebsiella pneumoniae (Kpn1).
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Tabla 34. Resultados del muestreo ambiental (agosto de 2012).

Localizacion (Box 1) Resultado Localizacion (Box 2) Resultado
Entorno paciente colonizado Negativo  Entorno paciente colonizado Klebsiella pneumoniae BLEE
Entorno paciente colonizado Negativo  Entorno paciente colonizado Negativo
Entorno paciente no colonizado  Negativo  Entorno paciente no colonizado Negativo
Entorno paciente no colonizado  Negativo  Pila Negativo
Nutricion enteral Negativo  Mesa control enfermeria Negativo
Pila Negativo  Zona sucia (pila) Klebsiella pneumoniae BLEE
Mesa control enfermeria Negativo  Dispensador antiséptico Negativo
Zona sucia (pila) Negativo  Dispensador antiséptico Negativo
Dispensador antiséptico Negativo  Pulsador interno puerta 3 Negativo
Pulsador interno puerta 1 Negativo  Pulsador externo puerta 3 Negativo
Pulsador externo puerta 1 Negativo  Pulsador interno puerta 4 Negativo
Pulsador interno puerta 2 Negativo  Pulsador externo puerta 4 Negativo
Pulsador externo puerta 2 Negativo  Puerta almacén Negativo
Gasémetro Negativo  Carro limpieza Negativo
Ecocardidgrafo Negativo  Carro limpieza Negativo

4.10.2. Estudio de portadores

Se realizaron cultivos dirigidos al estudio de portadores en el personal sanitario, detectando
entre los 9 sujetos estudiados, un Unico portador de K. pneumoniae BLEE, que se encontraba
atendiendo a un paciente colonizado en el momento de la toma. En la Tabla 35 se presentan los

resultados de este muestreo.

Tabla 35. Resultados del estudio de portadores.

Personal Resultado  Personal Resultado
Celador A Enfermera paciente colonizado Klebsiella pneumoniae
Box 2 BLEE

Aux. enfermeria paciente

Microbidlogo Negativo colonizado Box 2 Negativo
Aux. enfermeria de paciente . .

. Negat Jefe de servicio Negat
N e egativo servici egativo
Técnico radiologia Negativo  Enfermero Negativo

Médico adjunto Negativo

4.10.3. Otras medidas

Tras el establecimiento de medidas de control de brote (limpieza exhaustiva de la Unidad,
administracién de DDS a los pacientes colonizados, sesiones formativas impartidas y
seguimiento estricto de las precauciones de contacto), se observé una disminucién en la
incidencia mensual de infecciones (ningin caso desde noviembre de 2012 a febrero de 2013) y
un progresivo descenso en el nimero de colonizaciones detectadas hasta llegar a desaparecer

en abril de 2013. Sin embargo, a pesar de los esfuerzos realizados, en julio se detectd un nuevo
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caso aislado y a partir de septiembre de 2013 se dié de nuevo un nuevo brote por esta cepa.
Debe tenerse en cuenta que ademas de este clon circulante, en UCl en ese momento se estaban
detectando mas pacientes colonizados/infectados por K. pneumoniae BLEE de otros perfiles y
era dificil saber por técnicas fenotipicas cual era la epidemiologia real, sin disponer en esos

momentos de técnicas genotipicas que permitieran aclarar la situacion.

Una de las consecuencias que se observaron de las medidas aplicadas, fue la aparicion de
resistencia a colistina en algunos aislados, que en parte atribuimos a la administracién de

solucion de descontaminacion digestiva selectiva que contiene este farmaco.
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4.11. Descripcion de los pacientes afectados por el perfil 1

La mediana de edad de los pacientes colonizados/infectados por este microorganismo era
de 57 afios [rango intercuartilico (RI) 22] y el 65,6% eran hombres. La mediana de estancia en
UCI fue de 17 dias (Rl 21) y como indicadores de gravedad se utilizaron las escala APACHE I,
cuyo valor medio era de 21,02 [desviacion estandar (DS) 7,99], la escala SAPS3 cuyo valor medio
era de 66,22 (DS 13,53) y la escala SOFA, cuyo valor medio al ingreso en UCI era de 6,25 (DS
3,64), esta escala se realizé también en la fecha de diagnéstico de la colonizacién con un valor
medio de 5,81 (DS 4,125), por lo que como se puede observar al diagndstico de la colonizacién

la situacidn clinica de los pacientes habia mejorado ligeramente.

En la Figura 20 se presenta la descripcidn de la procedencia de los pacientes que fueron
colonizados o infectados por el perfil 1 de Klebsiella pneumoniae (Kpn1). El 67% de los pacientes
ingresaron en UCI procedentes de unidades o servicios de nuestro hospital, pero hasta el 33%
fueron remitidos de unidades de cuidados intensivos de otros hospitales de la Comunidad

Valenciana.

® Hospital Universitari i Politécnic La Fe

= Hospital Arnau de Vilanova

3% = Hospital de Sagunto
0,

5%\

11%

= Hospital Dr. Peset

= Hospital Virgen de los Lirios (Alcoi)
= Centro médico Denia

m Clinica Quirdn (Valencia)

® Hospital General Alicante

® Hospital General Castellén

m Hospital General Valencia

67% m Hospital Lluis Alcanyis (Xativa)

m Hospital La Ribera (Alzira)

= Hospital San Francesc de Borja (Gandia)

Figura 20. Hospitales de procedencia.

La mayor parte de los pacientes procedian de Urgencias (hasta el 40%), pero una gran parte
de servicios médicos del hospital también se encuentran representados. En la Figura 21 se

presentan estos resultados.
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Figura 21. Unidad o servicio de procedencia.

= Urgencias

= Otra UCI

= Hematologia

= Neurologia

= Neumologia

= Cardiologia

= Medicina Interna

= Unidad Enfermedades Infecciosas
m Cirugia Vascular

m Cirugia y trasplante hepatico

= Neurocirugia

= Oncologia

= Trasplante pulmonar y fibrosis quistica
= Unidad médica de corta estancia

= Unidad de observacién de adultos

En la Figura 22 se presenta el motivo de ingreso en UCI de acuerdo a la clasificacion

establecida al ingreso en el Servicio de Medicina Intensiva, siendo la causa neuroldgica la

Figura 22. Motivo de ingreso en UCI.

= Neuroldgico

= Cardiocirculatorio

= Respiratorio

= Sepsis

= Hematoldgico/Oncoldgico

m Digestivo/Hepatico

m Renal/Electrolitos

= Otro

La colonizacidn por Klebsiella pneumoniae se detectd por primera vez en frotis rectal hasta

en el 70%, solo en el 3% de los casos se detectd en una muestra clinica antes que en el cultivo

de vigilancia. Estos datos se presentan en la Figura 23. La mediana de dias hasta la colonizacidn

era de 8,5 (Rl 11 dias).
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2% 2%

= Exudado rectal

= Exudado orofaringeo + exudado
rectal + broncoaspirado
= Exudado orofaringeo + exudado

rectal
= Otra

= Exudado orofaringeo

= Broncoaspirado y exudado rectal

Figura 23. Tipo de muestra en la deteccidon por primera vez de la colonizacién/infeccion.

Las enfermedades de base y factores de riesgo al ingreso en UCI de los 64 pacientes

colonizados o infectados por Kpn1 se describen en la Tabla 36.

Tabla 36. Enfermedades de base y factores de riesgo al ingreso en UCI.

n %
Enfermedades de base
Insuficiencia renal 8 12,5
Insuficiencia hepatica 3 4,7
Insuficiencia cardiaca 13 20,3
Enfermedad pulmonar crénica 13 20,3
Neoplasia 9 14,1
Neutropenia 2 3,1
Trasplante de 6rgano sélido 3 4,7
Trasplante de progenitores hematopoyéticos 1 1,6
Tratamiento inmunosupresor 7 10,9
Diabetes mellitus 12 18,8
Afectacién SNC y/o SNP 7 10,9
Factores de riesgo al ingreso en UCI
Tratamiento antibidtico en los 90 dias previos 26 40,6
>5 dias de hospitalizacién hasta ingreso en UCI 17 26,6

Procedencia de centro sociosanitario 1 1,6

Tratamiento endovenoso domiciliario 0 0,0

Dialisis crénica 2 3,1

Cura de heridas en domicilio 3 4,7

Ulceras por presion 4 6,3

Reingreso en UCI 6 9,4
5

Reingreso en el hospital 7,8

SNC: Sistema nervioso central; SNP: Sistema nervioso periférico.

En la Tabla 37 se presenta el tratamiento antibidtico recibido por los pacientes durante su

estancia en UCl y desde el ingreso hasta el diagndstico de la colonizacion.
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Tabla 37. Tratamiento antibiético de los pacientes

Antes de la colonizacién Durante el ingreso

n Mediana RI n Mediana RI
Cefalosporinas 32 generacion 13 7,00 4,00 18 7,00 4,50
Amoxicilina/clavulédnico o piperacilina/tazobactam 44 5,50 6,00 52 7,50 7,00
Carbapenems 15 6,00 9,00 33 12,00 13,00
Aztreonam 2 10,50 - 4 13,00 10,75
Aminoglucésidos 21 4,00 3,50 29 6,00 6,50
Quinolonas 17 5,00 4,50 33 8,00 5,50
Glucopéptidos 9 6,00 11,00 16 8,00 12,00
Linezolid 19 5,00 5,00 28 8,50 8,75
Daptomicina 8 4,00 4,00 13 7,00 5,50
Colistina 6 3,50 9,75 13 13,00 13,50
Tigeciclina 1 1,00 - 3 7,00 -
Ampicilina/Sulbactam 1 4,00 - 1 27,00 -
Cotrimoxazol 3 22,00 - 4 18,50 48,50
Antifliingicos sistémicos 13 10,00 10,50 22 19,00 15,75
Solucidn de descontaminacion digestiva selectiva 5 4,00 8,50 11 5,00 10,00

n: Numero de pacientes que habia recibido el tratamiento en el periodo estudiado; RI: rango intercuartilico

Asi pues, 44 pacientes habia recibido tratamiento con amoxicilina/clavuldnico o
piperacilina/tazobactam antes del diagndstico de la colonizacién con una mediana de dias de
tratamiento recibido de 5,50. Ocho pacientes mas iniciaron el tratamiento con alguno de estos

antibidticos después del diagndstico de colonizacidn.

De forma idéntica, en la Tabla 38 se presentan los datos relativos a la presencia de
dispositivos invasivos desde el ingreso hasta el diagndstico de colonizacién y durante el ingreso

en UCI.

Tabla 38. Dispositivos invasivos.

Antes de la colonizacion Durante el ingreso

n Mediana RI n Mediana RI
Ventilacion mecanica invasiva 48 9,00 12,75 51 12,00 23,00
Ventilacion mecanica no invasiva 12 2,50 3,75 17 2,00 2,50
Catéter venoso central 58 11,50 16,00 59 28,00 28,00
Catéter arterial 35 8,00 8,00 37 14,00 16,00
Sonda urinaria 59 11,00 13,00 60 26,00 27,50
Sonda nasogastrica 48 11,00 14,25 51 21,00 29,00
Nutricion parenteral 42 6,00 9,25 51 11,00 20,00
Derivacion ventricular externa 5 9,00 8,00 5 12,00 28,00
ECMO 3 14,00 - 3 23,00 -

Respecto a otros tratamientos que podrian condicionar la colonizacidn por microorganismo
MR, el 68,8% recibid profilaxis con clorhexidina oral (68,8%), el 50% requirié corticoides via
intravenosa, 2 pacientes (3,1%) requirieron corticoterapia inhalada y 8 pacientes (12,5%)

necesitaron terapia inmunosupresora.
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28 pacientes requirieron alguna intervencion quirdrgica durante su estancia en UCI, estas
intervenciones fueron clasificadas como neuroquirargicas en el 50% de los casos, el 50%

restante se clasificé como “otras” (no neurocirugia ni cirugia intraabdominal).

Con respecto a la colonizacién por otros microorganismos multirresistentes antes de la
colonizacion por Kpnl, doce pacientes (18,8%) presentaron colonizacion por Escherichia coli
BLEE, catorce (21,9%) por Acinetobacter baumannii MR, seis (9,4%) por Pseudomonas
aeruginosa productora de metalo-B-lactamasa, uno por Pseudomonas aeruginosa MR (no
productora de carbapenemasa), dos por Staphylococcus aureus meticilin-resistente y tres por
otro microorganismo multirresistente (entre los que destaca un paciente colonizado por

Klebsiella pneumoniae BLEE perteneciente al ST471 — perfil 21)

En la Figura 24 se presentan los tipos de infecciones detectadas en los 16 pacientes que
presentaron un proceso infeccioso por este microorganismo, hasta en el 12 % de los casos se
detectd una bacteriemia primaria por este microorganismo. La mediana de tiempo de ingreso
hasta la infeccién fue de 15 dias (RI 31,25 dias). En la fecha de diagnédstico de la infeccion, la
situacidn clinica de los pacientes habia empeorado atendiendo a los resultados obtenidos en la

escala SOFA ese dia, cuyo valor medio era de 7,81 (DS 4,31).

% 2%,.2%

1% 1

= No infeccion

= Bacteriemia primaria

= Bacteriemia relacionada con
cateter

= Neumonia asociada a ventilacion
mecdnica

= Neumonia asociada a ventilacion
mecanica + bacteriemia secundaria
m Infeccidn del tracto urinario

m Ventriculitis

m Traqueobronquitis

Figura 24. Tipos de infeccidn causada por Klebsiella pneumoniae clon 1.
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La evolucion de los pacientes fue satisfactoria en el 81,3% de los casos (13 pacientes), los
tres pacientes restantes (18,8%) fallecieron a causa de la infeccion (en dos de los casos la
infeccidn era una bacteriemia primaria, y en el tercero una bacteriemia relacionada con catéter).
El tratamiento se considerd adecuado atendiendo al antibiograma en el 88,2% de los casos. En
uno de los casos en los que el tratamiento no se considerd adecuado, el paciente evolucioné

favorablemente (siendo el tipo de infeccidon una bacteriemia relacionada con catéter).

El 32,8% de los pacientes colonizados (21 pacientes) fallecieron antes de los 30 dias desde
el ingreso en UCI, 15 (71,4%) tuvieron este desenlace durante su estancia en UCI, 5 en planta de
hospitalizacion y un paciente fallecié en su domicilio. Se consideré que la causa del fallecimiento

estaba relacionada con alguna infeccién nosocomial en el 42,9% de los pacientes.

4.12. Analisis univariante del estudio de casos y controles

En primer lugar se compararon las caracteristicas que habian sido tenidas en cuenta para
realizar la seleccién de los controles y no se observaron diferencias estadisticamente

significativas. Estos resultados se presentan a continuacién en las Tablas 39, 40 y 41.

Tabla 39. Variables cuantitativas con distribucion normal utilizadas en la seleccidn de controles.

Casos Controles
Media (DS) Media (DS)
APACHE II 21,02 (8,00) 22,23 (8,23) 1,019 0,976 1,064 0,393
Estimacién de riesgos de colonizacién por clon 1 frente a no colonizacién por este clon; APACHE Il: Acute
Physiology And Chronic Health Evaluation II; RR: Riesgo relativo; IC: Intervalo de confianza.

RR! 1C 95%* p

Tabla 40. Variables cuantitativas con distribucion no normal utilizadas en la seleccion de controles.

Casos Controles

Mediana (RI) Mediana (RI) P
Edad 57 (22) 56 (26) 0,454
Estancia en UCI 17 (21) 13 (21,50) 0,239

Tabla 41. Variables cualitativas utilizadas en la seleccién de controles.
Casos (%) Controles (%) a -

(n=64) (n=64) OR 1C95% o]

Sexo (Mujer) 42,2 34,4 0,718 0,351 1,468 0,467
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Se analizaron las diferencias en variables cualitativas entre los dos grupos (Tabla 42),
observando como el antecedente de diabetes mellitus parece proteger de la colonizacién por

Kpnl.

Tabla 42. Variables cualitativas potenciales condicionantes de colonizacion por Kpn1.

Casos Controles

(%) (%) OR! 1C 95%*
(n=64) (n=64)

Antecedentes

Insuficiencia renal 12,5 9,4 1,381 0,450 4,234 0,778
Insuficiencia hepatica 4,7 15,6 0,266 0,069 1,015 0,076
Insuficiencia cardiaca 20,3 14,1 1,558 0,614 3,954 0,483
Enfermedad pulmonar crénica 20,3 29,7 0,604 0,268 1,359 0,307
Neoplasia 14,1 20,3 0,642 0,253 1,629 0,483
Neutropenia 3,1 3,1 1,000 0,137 7,325 1,000
Trasplante de 6rgano sélido 4,7 7,8 0,580 0,133 2,538 0,718
Trasplante de progenitores 1,6 4,7 0,323 0,033 3,188 0,619
hematopoyéticos

Tratamiento inmunosupresor o 10,9 18,8 0,532 0,195 1,454 0,320
enfermedad con inmunosupresién

Diabetes mellitus 18,8 40,6 0,337 0,151 0,752 0,011
Enfermedad del SNC y/o SNP 10,9 7,8 1,449 0,435 4,830 0,763

Factores de riesgo al ingreso

Tratamiento antibiético los 90 dias 40,6 51,6 0,643 3,319 1,294 0,287
previos al ingreso en UCI

> 5 Dias de hospitalizacion previa al 26,6 29,7 0,857 0,396 1,853 0,844
ingreso en UCI

Procedencia de centro socio-sanitario 1,6 0,0 - - = 1,000
Tratamiento endovenoso domiciliario 0,0 0,0 - - = 1,000
Dialisis crdnica 3,1 1,6 2,032 0,180 22,990 1,000
Cura de heridas en domicilio 4,7 3,1 1,525 0,246 9,445 1,000
Ulceras por presién 6,3 7,8 0,787 0,201 3,074 1,000
Reingreso en UCI 9,4 9,4 1,000 0,305 3,283 1,000
Reingreso en el hospital 7,8 9,4 0,819 0,237 2,833 1,000

Otros factores de riesgo en UCI

Inhibidores de la bomba de protones 98,4 95,3 3,098 0,314 30,608 0,619
AntiH2 10,9 20,3 0,482 0,178 1,301 0,223
Clorhexidina oral 68,8 75,0 0,733 0,338 1,591 0,556
Corticoides sistémicos 50,0 56,3 0,778 0,388 1,560 0,595
Corticoides inhalados 3,1 9,4 0,312 0,060 1,607 0,273

Tratamiento inmunosupresor durante

. 12,5 23,4 0,467 0,182 1,194 0,166
estancia en UCI

Estimacién del riesgo de colonizacidn por clon 1; OR: Odds ratio; IC: Intervalo de confianza; SNC:
Sistema nervioso central; SNP: Sistema nervioso periférico; UCI: Unidad de cuidados intensivos
Asi mismo el tratamiento con carbapenemas o quinolonas parecen ser factores protectores
en la colonizacidon por este microorganismo y la colonizacién por otro microorganismo (en
concreto por otro clon de Klebsiella pneumoniae BLEE) también resulto ser un factor protector

como puede observarse en la Tabla 42. La necesidad de nutricidn parenteral durante la estancia
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en UCI también se presenta como factor protector y la realizaciéon de algun tipo de cirugia

constituye un factor de riesgo para la colonizacién por Kpn1.

Tabla 42. Variables cualitativas potenciales condicionantes de colonizacién por Kpn1 (continuacion).

Controles
(%)
(n=64)

OR!

1C 95%!

Casos
(%)
(n=64)
Antibioterapia
Cefalosporinas 32 generacion 20,3

Amoxicilina/Clavuladnico o

Piperacilina/Tazobactam 68,8
Carbapenema 23,4
Aztreonam 3,1
Tigeciclina 1,6
Quinolonas 26,6
Linezolid 29,7
Daptomicina 12,5
Colistina 9,4
Ampicilina/Sulbactam 1,6
Aminoglucésidos 32,8
Glucopéptidos 14,1
Antifingicos sistémicos 20,3
Solucién de descontaminacidn digestiva 78

selectiva (DDS)

Colonizacion por otros microorganismos multirresistentes

Escherichia coli BLEE 18,8
Acinetobacter baumannii MR 21,9
Pseudomonas aeruginosa MBL 9,4
Pseudomonas aeruginosa MR 1,6
Staphylococcus aureus MR 3,1
Otro microorganismo MR 4,7
Otro clon de Klebsiella pneumoniae

BLEE e

Dispositivos en UCI

Ventilacion mecanica invasiva 75,0
Ventilacién mecanica no invasiva 18,8
Sonda urinaria 92,2
Catéter venoso central 90,6
Catéter arterial 54,7
Nutricién parenteral 65,6
Drenajes 17,2
Sonda nasogastrica 75,0
Derivacion ventricular externa 7,8
ECMO 4,7
Otros procedimientos
Cirugia 45,3
Traqueostomia 23,4

20,3
62,5

57,8
6,3
4,7

50,0

42,2
14,1

20,3
6,3

46,9
15,6

32,8

7,8

14,1
20,3
3,1
6,3
1,6
26,6

14,1

76,6
28,1
93,8
92,2
60,9
82,8
28,1
76,6
1,6
6,3

28,1
34,4

1,000
1,320

0,223
0,484
0,323
0,362
0,579
0,873
0,406
0,238
0,553
0,884
0,522

1,000

1,410
1,098
3,207
0,238
2,032
0,136

0,097

0,918
0,590
0,787
0,819
0,774
0,396
0,530
0,918
5,339
0,738

2,117
0,584

0,423
0,635

0,104
0,085
0,033
0,173
0,279
0,314
0,144
0,026
0,270
0,333
0,234

0,275

0,549
0,470
0,622
0,026
0,180
0,038

0,012

0,409
0,257
0,201
0,237
0,383
0,173
0,227
0,409
0,606
0,158

1,016
0,269

2,366
2,744

0,479
2,741
3,188
0,758
1,201
2,427
1,146
2,191
1,133
2,344
1,164

3,637

3,624
2,569
16,530
2,191
22,990
0,491

0,790

2,063
1,354
3,074
2,833
1,563
0,908
1,238
2,063
47,051
3,437

4,413
1,268

1,000
0,577

0,000
0,680
0,619
0,011
0,197
1,000
0,134
0,365
0,148
1,000
0,161

1,000

0,634
1,000
0,273
0,365
1,000
0,001

0,017

1,000
0,297
1,000
1,000
0,592
0,042
0,205
1,000
0,208
1,000

0,066
0,242

No se observaron diferencias estadisticamente signoficativas en las escalas de gravedad

SOFA y SAPS3 realizadas al ingreso en UCI (Tabla 43).
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Tabla 43. Variables cuantitativas con distribucién normal potenciales condicionantes de colonizacion por el clon 1
de Klebsiella pneumoniae productora de BLEE.

Casos Controles
Media (DS) Media (DS)
SOFA al ingreso en UCI 6,3 (3,6) 7,1(44) 0950 0,871 1,036 0,245
SAPS3 al ingreso en UCI 66,2 (13,5) 67,1(17,9) 0,997 0,975 1,019 0,766
Estimacién de riesgos de colonizacién por clon a frente a no colonizacién por este clon;
SOFA: Sequential Organ Failure Assessment; SAPS 3: Simplified Acute Physiology Score lI;
RR: Riesgo relativo; IC: Intervalo de confianza.

RR! IC 95%! p

El tratamiento antibidtico también se analizé atendiendo al tiempo de duracién del mismo
para determinar si cada dia de tratamiento antibidtico incrementaba o disminuia el riesgo de
colonizacion por Kpn1, observando que cada dia de tratamiento con carbapenemas, quinolonas,
aminoglucésidos o cotrimoxazol disminuia el riesgo de colonizacidn. Cada dia de catéter venoso
central, nutricién parenteral o sonda nasogdstrica parecia disminuir el riesgo de colonizacién por

Kpn1 (Tabla 44).

Tabla 44. Variables cuantitativas con distribucion no normal potenciales condicionantes de colonizacién por el
clon 1 de Klebsiella pneumoniae productora de BLEE.

Casos Controles
Mediana (RI) Mediana (RI) .
Dias de tratamiento hasta la colonizacion
Cefalosporinas de tercera generacion 0(0) 0(0) 0,986
Amoxicilina/clavulanico o piperacilina/tazobactam 4(7) 4,50 (12) 0,483
Carbapenemas 0(0) 6 (14) 0,000
Aztreonam 0(0) 0(0) 0,398
Ampicilina/Sulbactam 0(0) 0 (0) 0,168
Tigeciclina 0(0) 0 (0) 0,300
Quinolonas 0(1) 0,50 (10) 0,002
Glucopéptidos 0(0) 0(0) 0,817
Linezolid 0(2) 0(6) 0,103
Daptomicina 0(0) 0(0) 0,710
Aminoglucésidos 0(3) 0(8) 0,020
Cotrimoxazol 0(0) 0(0) 0,015
Colistina 0(0) 0(0) 0,066
Antifangicos sistémicos 0(0) 0(9) 0,079
Descontaminacion digestiva selectiva 0(0) 0 (0) 0,918
Dias de dispositivos hasta la colonizacion
Ventilacién mecanica invasiva 5(13) 9 (20) 0,110
Ventilacién mecdnica no invasiva 0(0) 0(1) 0,202
Catéter venoso central 11 (14) 19 (28) 0,003
Catéter arterial 2 (9) 5(18) 0,097
Nutricién Parenteral 3 (10) 9,50 (16) 0,002
Sonda urinaria 9(13) 16,50 (26) 0,003
Sonda nasogéstrica 7 (15) 11 (25) 0,100
Drenaje 0(0) 0(2) 0,163
Derivacién ventricular externa 0(0) 0 (0) 0,096
ECMO 0(0) 0 (0) 0,655
Estancia en el hospital hasta ingreso en UCI 0 (6,25) 0(3) 0,721
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No se observaron diferencias estadisticamente significativas en el tiempo de estancia en UCI

entre los pacientes que se colonizaron por Kpnly los que no se colonizaron por este clon (Figura

25 y Tabla 45).

0,57

Supervivencia acumulada

0,09

Identificacian de
casofcontral

—1 Control

I Caso

—f— Exitus control
—— Exitus caso

T
00

I | I 1 1 |
20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00
Estanciaen UCI

Figura 25. Comparacidn de la estancia en UCI entre casos y controles mediante grafica de Kaplan Meier.

Tabla 45. Comparacion del tiempo de estancia en UCI entre casos y controles.

Colonizacion Kpn1 Estancia media estimada Error estandar 1C 95%

No 42,937 5,686 31,793 54,081

Si 46,204 7,870 30,779 61,630

Global 48,378 6,028 36,563 60,193
X df P

log Rank (Mantel Cox) 1,906 1 0,167

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en términos de mortalidad a

los 30 dias del ingreso en UCI entre casos (32,8%) y controles (42,2%) (OR 0,669; 1C95% 0,326 —

1,375; p=0,361).

pag. 113



4.13. Analisis multivariante del estudio de casos y controles

En el analisis multivariante se incluyeron todas las variables del analisis univariante (la
antibioterapia y la presencia de dispositivos invasivos se incluyeron como variables
cuantitativas). Mediante el modelo de regresion logistica penalizado por elastic net las variables
gue resultaron significativas fueron el tratamiento con carbapenemas y la presencia de sonda
urinaria (ambos factores protectores para la colonizacién por Kpnl), pero tras su analisis
mediante regresion logistica para el calculo de OR e intervalo de confianza la Unica variable que

resulta significativa es el tratamiento con carbapenemas. (Tabla 46).

Tabla 46. Modelo de regresion logistica

Variables B Std..Error expB 1C95% p
(Intercept) 0.888 0.492 2.43 0.946 6.623 0.071
loglp (Carbapenema) -0.682 0.186 0.506 0.345 0.718 <0.001
loglp (Sonda urinaria) -0.105 0.207 0.901 0.595 1.352 0.613
AIC 160.498

En la Figura 26 observamos como a mayor numero de dias de tratamiento con

carbapenemas el riesgo de colonizacién por Kpnl disminuye.
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Figura 26. Probabilidad de colonizacion en funcion de los dias de tratamiento con carbapenemas
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4.14. Estudio comparativo de los pacientes que desarrollaron un proceso
infeccioso por Kpn1 frente a los que no lo desarrollaron

No se observaron diferencias estadisticamente significativas para el desarrollo de infeccidn
entre los antecedentes de los pacientes colonizados por Kpn1 o sus factores de riesgo al ingreso,
pero la necesidad de ventilacién mecanica invasiva o sonda nasogdstrica si que parecen ser

factores de riesgo para el desarrollo de infeccion por Kpn1 (Tabla 47).

Tabla 47. Variables cualitativas potenciales condicionantes de infeccion por el clon 1 de Klebsiella pneumoniae
productora de BLEE.

. No
Infecciéon . o
(%)  nfeccion e IC 95%"
(n=16) %
(n=48)
Antecedentes

Sexo (Mujer) 37,5 33,3 1,200 0,370 3,892 0,769
Insuficiencia renal 6,3 14,6 0,390 0,044 3,444 0,667
Insuficiencia hepatica 0,0 6,3 - - = 0,567
Insuficiencia cardiaca 6,3 25,0 0,200 0,024 1,678 0,157
Enfermedad pulmonar crénica 6,3 25,0 0,200 0,024 1,678 0,157
Neoplasia 12,5 14,6 0,837 0,155 4,510 1,000
Neutropenia 0,0 4,2 - - - 1,000
Trasplante de érgano sélido 0,0 6,3 - - - 0,567
Trasplante de progenitores 0,0 2,1 - - - 1,000
hematopoyéticos

Tratamiento inmunosupresor o 6,3 12,5 0,467 0,052 4,201 0,669
enfermedad con inmunosupresion

Diabetes mellitus 18,8 18,8 1,000 0,235 4,261 1,000
Enfermedad del SNC y/o SNP 6,3 12,5 0,467 0,052 4,201 0,669

Factores de riesgo al ingreso

Tratamiento antibidtico los 90 dias 37,5 41,7 0,840 0,262 2,689 1,000
previos al ingreso en UCI

> 5 Dias de hospitalizacion previa al 25,0 27,1 0,897 0,245 3,288 1,000
ingreso en UCI

Procedencia de centro socio-sanitario 0,0 2,1 - - = 1,000
Tratamiento endovenoso domiciliario 0,0 0,0 1,000
Didlisis crénica 6,3 2,1 3,133 0,185 53,207 3,133
Cura de heridas en domicilio 6,3 4,2 1,533 0,130 18,131 1,000
Ulceras por presion 0,0 8,3 - - - 0,564
Reingreso en UCI 0,0 12,5 - - - 0,323
Reingreso en el hospital 0,0 104 - - = 0,319

Otros factores de riesgo en UCI

Inhibidores de la bomba de protones 97,9 100,0 - - - 1,000
AntiH2 6,3 12,5 0,467 0,052 4,201 0,669
Clorhexidina oral 68,8 68,8 1,000 0,295 3,389 1,000
Corticoides sistémicos 56,3 47,9 1,398 0,448 4,363 0,774
Corticoides inhalados 0,0 4,2 - - - 1,000
Tratamiento inmunosupresor durante 12,5 12,5 1,000 0,181 5,533 1,000

estancia en UCI
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Tabla 47. Variables cualitativas potenciales condicionantes de infeccion por el clon 1 de Klebsiella pneumoniae
productora de BLEE (continuacion).

Infeccion No

. . na
(%) infeccion OR! IC 95%?

(n=16) (%)
(n=48)

Dispositivos y procedimientos quirurgicos antes de la colonizacion

Cirugia 50,0 29,2 2,429 0,761 7,754 0,143
Traqueostomia 31,3 20,8 1,727 0,487 6,126 0,498
Ventilacion mecanica no invasiva 12,5 20,8 0,543 0,106 2,791 0,714
Ventilacién mecanica invasiva 100,0 66,7 - - - 0,007
Catéter venoso central 100,0 87,5 - - - 0,323
Catéter arterial 68,8 50,0 2,200 0,663 7,297 0,251
Nutricion parenteral 75,0 62,5 1,800 0,504 6,432 0,545
Sonda urinaria 93,8 91,7 1,364 0,141 13,177 1,000
Sistema de drenaje 18,8 16,7 1,154 0,266 5,004 1,000
Sonda nasogastrica 100,0 66,7 - - - 0,007
Derivacion ventricular externa 6,3 8,3 0,733 0,076 7,086 1,000
ECMO 12,5 2,1 6,714 0,566 79,659 0,152

Tratamiento con antimicrobianos antes de la colonizacion

Cefalosporinas de 32 generacion 25,0 18,8 1,444 0,377 5,537 0,721
Amoxicilina/clavulanico o 50,0 75,0 0,333 0,103 1,082 0,117
piperacilina/tazobactam

Carbapenemas 18,8 25,0 0,692 0,168 2,850 0,742
Ampicilina/Sulbactam 6,3 0,0 - - - 0,250
Aztreonam 6,3 2,1 3,133 0,185 53,207 0,440
Tigeciclina 0,0 2,1 - - = 1,000
Quinolonas 37,5 22,9 2,018 0,599 6,805 2,018
Linezolid 31,3 29,2 1,104 0,324 3,764 1,000
Daptomicina 18,8 104 1,985 0,417 9,444 0,401
Glucopéptidos 18,8 12,5 1,615 0,354 7,379 0,679
Aminoglucdsidos 25,0 35,4 0,608 0,170 2,179 0,547
Colistina 6,3 10,4 0,573 0,062 5,311 1,000
Antiflngicos sistémicos 25,0 18,8 1,444 0,377 5,537 0,721
Solucién de descontaminacion digestiva 12,5 6,3 2,143 0,325 14,143 0,592

selectiva (DDS)

Colonizacion por otros microorganismos multirresistentes antes de la colonizacién por Kpn1

Escherichia coli BLEE 18,8 18,8 1,000 0,235 4,261 1,000
Acinetobacter baumannii MR 18,8 22,9 0,776 0,187 3,226 1,000
Pseudomonas aeruginosa MBL 6,3 10,4 0,573 0,062 5,311 1,000
Pseudomonas aeruginosa MR (no MBL) 0,0 2,1 - - - 1,000
Staphylococcus aureus MR 6,3 2,1 3,133 0,185 53,207 0,440
Otro microorganismo MR 6,3 4,2 1,533 0,130 18,131 1,000
Otro clon de K. pneumoniae BLEE 0,0 2,1 - - - 1,000

No se observaron diferencias entre tratamiento antibidtico recibido antes de Ia
colonizacion o colonizacidn por otros microorganismos multirresistentes entre ambos grupos de
pacientes. La necesidad de traqueostomia, ventilacion mecdnica invasiva, catéter arterial o

sonda nasogdstrica parecia asociarse al desarrollo de un proceso infeccioso por Kpn1.
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Tabla 47. Variables cualitativas potenciales condicionantes de infeccion por el clon 1 de Klebsiella pneumoniae
productora de BLEE (continuacidn).

Infeccion No

. . "
(%) infeccion OR! IC 95%?

(n=16) (%)
(GELE))

Dispositivos y procedimientos quirurgicos antes
de la infeccion

Cirugia 62.5 39.6 2,544 0,793 8,162 0,150
Traqueostomia 62,5 29,2 1,889 0,588 6,071 0,035
Ventilacién mecanica no invasiva 18,8 27,1 1,000 0,097 10,354 0,740
Ventilacién mecanica invasiva 100,0 72,9 - - - 0,027
Catéter venoso central 100,0 89,6 - - - 0,319
Catéter arterial 81,3 50,0 4,333 1,093 17,173 0,041
Nutricion parenteral 87,5 70,8 2,333 0,462 11,782 0,487
Sonda urinaria 93,8 93,8 1,000 0,097 10,354 1,000
Sistema de drenaje 31,3 27,1 1,224 0,356 4,204 0,756
Sonda nasogastrica 100,0 72,9 - - - 0,027
Derivacion ventricular externa 6,3 8,3 0,733 0,076 7,086 1,000
ECMO 12,5 2,1 6,714 0,566 79,659 0,152

Tratamiento con antimicrobianos antes de
la infeccion

Cefalosporinas de 32 generacion 31,3 25,0 1,364 0,394 4,725 0,745
Amoxicilina/clavulanico o 62,5 83,3 0,333 0,094 1,181 0,095
piperacilina/tazobactam

Carbapenemas 43,8 39,6 1,187 0,378 3,729 0,777
Ampicilina/Sulbactam 6,3 0,0 - - = 0,250
Aztreonam 6,3 6,3 1,000 0,097 10,354 1,000
Tigeciclina 0,0 2,1 - - = 1,000
Quinolonas 50,0 47,9 1,087 0,350 3,371 1,000
Linezolid 62,5 35,4 3,039 0,941 9,815 0,081
Daptomicina 31,3 16,7 2,273 0,619 8,351 0,282
Glucopéptidos 25,0 25,0 1,000 0,271 3,694 1,000
Aminoglucdsidos 43,8 39,6 1,187 0,378 3,729 0,777
Colistina 18,8 16,7 1,154 0,266 5,004 1,000
Antiflngicos sistémicos 31,3 27,1 1,224 0,356 4,204 0,756
Solucion de descontaminacion digestiva 18,8 10,4 1,985 0,417 9,444 0,401

selectiva (DDS)

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la edad o los valores en

las escalas de gravedad entre ambos grupos de pacientes (Tabla 48).

Tabla 48. Variables cuantitativas con distribucién normal potenciales condicionantes de colonizacién por el clon 1
de Klebsiella pneumoniae productora de BLEE.

Infeccion  No infeccidn

1 o/1
Media (DS) Media (DS) AR I€95%
Edad 54,6 (12,4) 57,0(16,6) 0,990 0,955 1,027 0,595
APACHEII al ingreso en UCI 20,4 (6,7) 21,2 (8,4) 0,988 0,919 1,061 0,737
SAPS3 al ingreso en UCI 65,6 (12,8) 66,4(13,9) 0,995 0,954 1,038 0,821
SOFA al ingreso en UCI 6,0 (3,6) 6,3 (3,7) 0,974 0,831 1,142 0,750

1Estimacién de riesgos de infeccidn frente a no infeccién por Kpni;
SOFA: Sequential Organ Failure Assessment; SAPS 3: Simplified Acute
Physiology Score Ill; RR: Riesgo relativo; IC: Intervalo de confianza.
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No se observaron diferencias estadisticamente significativas en otras variables
cuantitativas como los dias de tratamiento antibidtico o los dias de requerimiento de

dispositivos invasivos hasta la colonizacidn entre ambos grupos de pacientes (Tabla 49).

Tabla 49. Variables cuantitativas con distribucion no normal potenciales condicionantes de infeccion por el clon 1
de Klebsiella pneumoniae productora de BLEE.

Infeccion No Infeccion
Mediana (RI) Mediana (RI)
Dias de tratamiento hasta la colonizacion

Cefalosporinas de tercera generacion 0(0,75) 0(0) 0,651
Amoxicilina/clavulanico o piperacilina/tazobactam 0,50 (6,75) 4 (6,75) 0,231
Carbapenemas 0 (0) 0(0,75) 0,723
Aztreonam 0 (0) 0(0) 0,425
Ampicilina/Sulbactam 0 (0) 0(0) 0,083
Tigeciclina 0(0) 0 (0) 0,564
Quinolonas 0(0) 0(5,75) 0,223
Glucopéptidos 0 (0) 0(0) 0,564
Linezolid 0(4,25) 0(2) 0,788
Daptomicina 0 (0) 0(0) 0,403
Aminoglucésidos 0(0,75) 0(3) 0,387
Cotrimoxazol 0 (0) 0(0) 0,310
Colistina 0(0) 0(0) 0,679
Antifdngicos sistémicos 0 (4,50) 0 (0) 0,675
Descontaminacion digestiva selectiva 0(0) 0 (0) 0,434

Dias de dispositivos hasta la colonizacion

Ventilacién mecanica invasiva 6,50 (9,75) 4,50 (12,75) 0,171
Ventilacion mecanica no invasiva 0 (0) 0(0) 0,432
Catéter venoso central 11 (18) 11 (14,25) 0,981
Catéter arterial 2,50 (10,25) 0,50(8,75) 0,541
Nutricién Parenteral 2,50 (9,75) 3(10) 0,862
Sonda urinaria 10 (13,50) 9 (13,75) 0,653
Sonda nasogéstrica 7 (13,75) 7 (15) 0,467
Derivacién ventricular externa 0 (0) 0(0) 0,842
ECMO 0 (0) 0 (0) 0,090
Estancia en el hospital hasta ingreso en UCI 0(6,25) 0(3) 0,721
SOFA hasta la colonizacion 8,50 (6) 4 (6) 0,052

pag. 118



de Klebsiella pneumoniae productora de BLEE (continuacion).

Tabla 49. Variables cuantitativas con distribucion no normal potenciales condicionantes de infeccion por el clon 1

Infeccién No Infeccion
Mediana (RI) Mediana (Rl)
Dias de tratamiento hasta la infeccion
Cefalosporinas de tercera generacion 0(5) 0(0) 0,625
Amoxicilina/clavulanico o piperacilina/tazobactam 5(9,25) 6 (8) 0,190
Carbapenemas 0(8.75) 0(8) 0,583
Aztreonam 0(0) 0(0) 0,956
Ampicilina/Sulbactam 0(0) 0(0) 0,083
Tigeciclina - 0(0) 0,564
Quinolonas 0,5 (7,25) 0(8) 0,914
Glucopéptidos 0(0,75) 0(1) 0,951
Linezolid 3,50 (10,75) 0(5) 0,061
Daptomicina 0 (5,50) 0 (0) 0,201
Aminoglucésidos 0(4,75) 0(6) 0,868
Cotrimoxazol - 0(0) 0,237
Colistina 0(0) 0(0) 0,715
Antifungicos sistémicos 0 (6) 0(9) 0,860
Descontaminacion digestiva selectiva 0(0) 0(0) 0,359
Dias de dispositivos hasta la infeccion
Ventilacién mecanica invasiva 13 (26,25) 5 (19) 0,011
Ventilacién mecdnica no invasiva 0(0) 0(1) 0,444
Catéter venoso central 17 (31,75) 24 (23,5) 0786
Catéter arterial 12,50 (17,25) 1(13) 0,015
Nutricién Parenteral 7,50 (16,25) 4 (16) 0,330
Sonda urinaria 13 (31,25) 20,5 (28) 0,545
Sonda nasogastrica 14,50 (28,50) 10 (26) 0,097
Drenajes 0(10) 0(4) 0,681
Derivacién ventricular externa 0(0) 0(0) 0,842
ECMO 0(0) 0(0) 0,090

Sin embargo, los paciente que desarrollaron un proceso infeccioso requirieron mas dias
de ventilacién mecanica invasiva o catéter arterial antes del diagndstico de la infeccidon que los

que no lo desarrollaron (Tabla 49).

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en el tiempo de estancia en
UCI entre los pacientes que desarrollaron un proceso infeccioso por Kpnl y los que no lo

desarrollaron (Figura 27 y Tabla 50).
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Figura 27. Comparacion de la estancia en UCI entre los pacientes infectados y los colonizados por Kpnl mediante
la grafica de Kaplan-Meier.

Tabla 50. Comparacion del tiempo de estancia en UCI entre infectados y colonizados por Kpn1.

Infeccion Estancia media estimada Error estandar 1IC 95%

No 36,484 3,349 29,920 43,047

Si 49,200 10,966 27,705 70,694

Global 46,204 7,870 30,779 61,630
X df P

log Rank (Mantel Cox) 0,015 1 0,902

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en términos de mortalidad a

los 30 dias del ingreso en UCI entre los pacientes que desarrollaron un proceso infeccioso (50%)

por Kpnly los que no los desarrollaron (27,1%) (OR 2,692; 1C95% 0,837 — 8,662; p=0,126).
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5. DISCUSION

Los brotes epidemioldgicos intrahospitalarios causados por bacterias multirresistentes
estan asociados con aumento de la morbi-mortalidad y de la estancia hospitalaria de los
pacientes afectados, asi como del coste sanitario global (87), por lo que es imprescindible un
analisis detallado de las caracteristicas epidemioldgicas, microbioldgicas (163), clinicas, de
comportamiento evolutivo y de medidas de control establecidas, como es el caso del brote por
K. pneumoniae productora de BLEE acontecido en la UCI de nuestro centro, para intentar asi

desarrollar futuras estrategias de prevencion y de intervencién eficaces.

5.1. Epidemiologia

El nimero de infecciones diagnosticadas a partir de cultivos positivos de muestras clinicas
en 2012 se incrementd respecto al afio anterior, y la sospecha de existencia de un brote
nosocomial por esta bacteria fue suscitada por el incremento de casos de colonizacién
diagnosticados a través de los cultivos de vigilancia epidemioldgica, que permitieron conocer la
verdadera dimensién del problema, por lo que es recomendable, como refieren algunos autores,

su implementacidn dentro de un programa global de control de infeccién nosocomial (120).

En Espafia, segln datos del ECDC el % de aislados de Klebsiella pneumoniae resistentes a
cefalosporinas de 32 generacién en muestras invasivas ha ido aumentando progresivamente
desde el afio 2005 (7,1%) hasta 2017 (21,4%). Entre 2011 y 2014 (afios incluidos en el estudio),
se incrementd del 13,4 al 18,0%. Asi mismo la resistencia a carbapenemas en este tipo de
muestras, aungue a una escala mucho menor, también ha ido aumentando, pasando de la
ausencia de casos en 2005 hasta el 2,7% de 2017 (164). Segun lo observado en nuestro estudio,
el elevado porcentaje de resistencia a cefalosporinas (casi del 50% en algun periodo del estudio
en muestras clinicas y cercano al 65% en muestras invasivas) en comparacién con lo publicado
también hacia sospechar de una situacién epidemiolégica andmala que debia ser estudiada en

profundidad.

No es posible establecer comparaciones en el nimero de pacientes colonizados/infectados
por K. pneumoniae productora de BLEE como el detectado en este estudio con otras
valoraciones recogidas en la literatura referentes a UCI de adultos, ya que existen multitud de
factores que pueden afectar a esta cifra; algunos autores apuntan tasas que van desde el 4,8%
(165) al 38% (166) de los pacientes colonizados en situacién de brote epidemiolégico, mientras
que otros refieren porcentajes desde el 1,43% al 11,7% (167), sin encontrarse en situacién de

brote. Incluso en este mismo trabajo la densidad de incidencia de colonizaciones por 1.000 dias
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de estancia en UCl observada en el aino 2011 posiblemente se encuentre subestimada, dado que
los cultivos de vigilancia epidemioldgica, los cuales permiten conocer con exactitud que

pacientes se encuentran colonizados, se iniciaron en octubre de ese mismo afo.

Segun los datos de ENVIN-HELICS 2012, la densidad de incidencia de infecciones por 1.000
dias de estancia en la UCI de nuestro centro era de 9,47 en el periodo comprendido entre abril
y junio de 2012, mientras que en el conjunto de las UCI espafiolas es de 9,36 (9). La densidad de
incidencia de infeccién nosocomial por K. pneumoniae productora de BLEE observada en este
trabajo en el afio 2012 (2 infecciones/1.000 dias de estancia) refleja el importante peso que ha
supuesto el brote detectado causado por K. pneumoniae productora de BLEE en la infeccidn
nosocomial de la UCI del HU y P La Fe, posiblemente por invasién y desplazamiento del nicho

ecoldgico previamente ocupado por Acinetobacter baumannii.

La prevalencia de infecciones asociadas a cuidados sanitarios en unidades de cuidados
intensivos era del 28,1% segun el estudio de prevalencia puntual realizado por el ECDC en
hospitales de cuidados agudos en el afio 2010 (168), esta cifra se asemeja bastante al porcentaje
de pacientes colonizados por Kpnl que desarrollaban un proceso infeccioso por este
microorganismo durante su estancia en UCI (25%). En el segundo estudio de prevalencia puntual
europeo realizado en el afio 2016 esta cifra parecia disminuir, el 19,2% de los pacientes de
unidades criticas incluidos en el estudio desarrollaron una infeccidn asociada a cuidados

sanitarios (169).

A partir de estos datos epidemiolégicos, y de su dindamica cambiante, se ha considerado
que eran necesarios estudios de tipificacidn molecular para reconocer cudles de los casos de
colonizacion/infeccién por K. pneumoniae productora de BLEE detectados durante el brote

formaban realmente parte del mismo.

5.2.  Resultados microbiolégicos

La PFGE sigue considerdndose en la actualidad la técnica de referencia debido a su
excelente poder discriminatorio, buena reproducibilidad y aplicabilidad a una amplia gama de
patdgenos, si embargo tiene mayor complejidad técnica y supone una elevada carga de trabajo
adicional inasumible en algunos casos por los laboratorios asistenciales (163), ademas
dificilmente permite el intercambio de datos entre laboratorios (170). En nuestro caso, esta
técnica permitié entender la epidemiologia de la unidad determinando la existencia de hasta 21
perfiles de PFGE diferentes, perso se requirid realizar un gran nimero de experimentos debido

al importante nimero de cepas estudiadas y a la dificultad de comparar entre diferentes geles.
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Lépez-Canovas et al. consideran que la PFGE continua siendo el metodo de eleccién en
epidemiologia molecular mientras se realiza la transicidon a la secuenciacién gendmica, cuya
principal limitacion es su coste econdmico y la necesidad de equipos multidisciplinares
adecuadamente entrenados en esta técnica (171). El elevado nimero de perfiles detectados
muestra una situacion de policlonalidad en situacién de un gran brote como el demostrado. Esta
situacidn epidemioldgica compleja ya ha sido observada en otros entornos (172), a pesar de la
existencia de brotes, obligando a utilizar técnicas complementarias a la bacteriologia clasica para
intentar identificar la cadena de transmisién. En el trabajo publicado por Snitkin et al.
observamos que la secuenciacidon gendmica ayuda a establecer la cadena de transmisién en un
brote a partir de la observacién de las mutaciones puntuales del genoma de Klebsiella
pneumoniae, sin embargo la mayor parte de laboratorios asistenciales todavia se encuentran

muy lejos de poder realizar esta técnica de forma rutinaria (107).

Otra de las técnicas empleadas en este caso basada en la rep-PCR, Diversilab™ (bioMérieux,
Francia), presenta un poder discriminativo inferior al del la PFGE (173), pero tedricamente
cuenta con una elevada reproducibilidad y robustez (170,174) incluso interlaboratorios (175),
por lo que resulta util para el estudio de brotes epidemioldgicos. Sin embargo, la experiencia de
este trabajo se aleja de estas afirmaciones, observando grandes discrepancias al analizar los
resultados de una misma cepa cuando se estudia en dos momentos temporales diferentes. Esta
baja reproducibilidad también fue observada Voets et al.,, en la comparacion que realizaron
entre diferentes centros estudiando las mismas cepas (173), atribuyéndolo a la variacion en el
personal técnico, una baja amplificacion en la PCR o baja concentracién o calidad del ADN. La
baja reproducibilidad observada obligé a un andlisis detallado de la técnica, en la que se
siguieron las recomendaciones del fabricante, encontrando como Unica diferencia fundamental
con el resto de trabajos publicados, la utilizacion de un equipo genérico de amplificacion del
ADN de bacterias, en lugar del especifico del género Klebsiella. Otros de los factores que podria
afectar a los resultados es el punto de corte elegido al realizar el analisis, en nuestro estudio el
punto de corte de 95% de semejanza que se utilizé para considerar un aislado de K. pneumoniae
productor de BLEE como perteneciente a una agrupacion clonal es similar al presentado en otros
articulos (170,174-176); sin embargo, no se encuentra estandarizado, pudiendo encontrar

trabajos en los que se emplean puntos de corte muy inferiores (177).

En nuestra experiencia los resultados de la rep-PCR permitieron confirmar de forma
relativamente rapida la existencia de un brote; sin embargo, fue necesaria la utilizacidon de un
método con mayor poder de discriminacion, como la PFGE, para aclarar las dudas suscitadas en

los resultados obtenidos con la técnica Diversilab™. Por tanto, podemos convenir que la técnica
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de Rep-PCR podria ser un procedimiento de primer escalén, pero en ningln caso sustituye a la

técnica de referencia.

EI RAPD es una técnica frecuentemente utilizada en los laboratorios de microbiologia clinica
por su sencillez y rapidez en la obtenciéon de resultados. En nuestro caso, la técnica de RAPD se
realizd en 28 cepas representantivas de todos los perfiles y subperfiles obtenidos en la PFGE con
el objetivo de comparar ambas técnicas, encontrando grandes discordancias entre los dos
procedimientos. Sin embargo, Ashateri-Panah et al. sefialan que el poder discriminatorio de
esta técnica en K. pneumoniae, basandose en el indice de diversidad de Simpson, es alto y similar
al obtenido mediante PFGE, presentando ademas una buena reproducibilidad por lo que la
consideran una buena herramienta para el tipado molecular de esta especie (178). No obstante,
estos autores, a diferencia de lo realizado en esta tesis, Unicamente utilizaban un
oligonucledtido iniciador y aplicaban un andlisis éptico de los patrones de bandas. En el afio
1996, Gori et al. realizaron también una comparacién entre ambas técnicas, encontrando que,
las cepas que se diferenciaban claramente por PFGE, presentaban también perfiles distintos en
el RAPD por lo que consideraban esta técnica como una primera aproximacién adecuada, ya que
la PFGE mostraba mas subperfiles que los observados en el RAPD, lo que se atribuia a que estos
métodos exploran diferentes niveles de polimorfismos del ADN (179). Sin embargo, en el trabajo
publicado por Ripabelli et al. (180) consideran esta técnica como “inadecuada y poco fiable,
incluso en periodos de tiempo cortos” lo que se aproxima mas a nuestras conclusiones con

respecto a esta técnica.

El estudio mediante MLST permite establecer comparaciones en la epidemiologia entre
diferentes hospitales, provincias o paises. En este trabajo, los resultados obtenidos se
correlacionaban correctamente con los resultados de la PFGE, permitiendo comprender mejor
la epidemiologia de nuestro centro. La ventaja fundamental de esta técnica, a pesar de
laboriosidad ya que en este caso se realizd mediante secuenciacion de Sanger, es la
reproducibilidad de los resultados obtenidos, puesto que el resultado final es una secuencia de
ADN que puede ser almacenada y comparada facilmente, a diferencia de los que ocurre con la
PFGE. Entre los STs encontrados en nuestro estudio encontramos varios considerados clones de
alto riesgo, como los ST11, ST15 y ST147, ampliamente distribuidos en el mundo tal y como
puede observarse en las Figuras 28, 29 y 30 (datos extraidos de la base de datos del Instituto

Pasteury de busquedas en Pubmed utilizando como términos “Klebsiella pneumoniae” y “ST...”).
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Figura 28. Distribucion mundial de Klebsiella pneumoniae ST11.

Figura 29. Distribucién mundial de Klebsiella pneumoniae ST15.
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[ ST147

Figura 30. Distribucion mundial de Klebsiella pneumoniae ST147.

Los ST11, ST15y ST147 fueron descritos por primera vez en el afio 2005 (afio de publicacion
del esquema MLST para este microorganismo) en Hungria, Austria y Hungria, respectivamente.
Como podemos observar la diseminacién al resto de Europa y a otros continentes ha sido rapida,
encontrandose relacionados con beta-lactamasas de espectro extendido (como en nuestro

caso), carbapenemasas u otros mecanismos de resistencia.

El ST437, asociado en nuestro centro con un importante brote en la unidad de medicina
intensiva, fue descrito por primera vez en el afio 2010 en Brasil y posteriormente se ha
encontrado en paises europeos y asiaticos, como puede observarse en la Figura 31. En Espaia
este ST fue descrito por primera vez por Oteo et al. (181) en el aifio 2013 ligado a la produccion
de carbapenemasas tipo OXA-48-like, aunque también se ha relacionado con carbapenemasas

de tipo NDM (77,182).
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[ ST437

Figura 31. Distribucion mundial de Klebsiella pneumoniae ST437.

En esta tesis se han encontrado varios STs no descritos hasta la fecha: ST2721, ST2722 y
ST2850, todos ellos aislados Unicamente en un paciente. Ademas se han detectado varios STs
gue a pesar de estar previamente descritos son, por lo publicado hasta la fecha, no frecuentes:
ST33 (descrito en 2005 en Francia) y ST403 (descrito en 2009 en Senegal), ambos no encontrados
en la literatura cientifica disponible, el ST471 descrito en 2010 en Dinamarca y Unicamente
encontrado en el trabajo de Saidani et al. del aino 2018 en el que se le relacionaba como agente
causal de mastitis en ganado bovino en Tunez (183) (como en nuestro caso, las cepas eran
productoras de BLEE de tipo CTX-M-15), y el ST449 descrito por primera vez en 2010 por el
Centro Nacional de Microbiologia (aislado procedente de Gerona) y posteriormente descrito en
Brasil. Otros STs detectados, como el ST405, el ST307 y el ST39, a pesar de estar distribuidos

mundialmente no son considerados hasta el momento como clones de alto riesgo.

Observamos que varios de los ST detectados, como el 11, 15, 147 y 307 estan presentes en
mas de un perfil obtenido mediante PFGE, pero somo incapaces de determinar, con las

herramientas de que disponemos, si estos perfiles pudieran estar directamente relacionados.

Si bien todas estas técnicas ayudan al microbiologo clinico a estudiar la diversidad clonal de
un microorganismo ante la sospecha de un brote epidemioldgico, esta presuncion suele estar
fundada en un acimulo de casos, detectados a través de los cultivos tradicionales, sean de
muestras de infeccidon o colonizacion, por una bacteria que suele presentar el mismo fenotipo
en el antibiograma, por lo que consideramos que la bacteriologia clasica sigue teniendo cabida
e importancia, y constituye el punto de partida de los estudios de brotes a través de las primeras

alertas.
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Aunque el fenotipo en el antibiograma de las cepa del ST437 causante del brote nosocomial
muestra la presencia de una BLEE y se habia sugerido que no se trataba de una enzima de tipo
CTX-M por el mayor grado de hidrdlisis de ceftazidima y aztreonam que frente a ceftriaxona
(184), el mecanismo exacto de resistencia fue determinado mediante estudios de biologia
molecular, identificando la presencia de una BLEE de tipo SHV. Desde la descripcién de esta
enzima en los afos 80, se han caracterizado hasta la actualidad mas de 100 tipos de SHV (185),
describiéndose brotes nosocomiales causados por K. pneumoniae con este mecanismo de

resistencia, habitualmente asociado a otras B-lactamasas (85,186—191).

Dentro del grupo de las B-lactamasas de tipo SHV encontramos tres grandes bloques segun
sus caracteristicas moleculares y propiedades funcionales: a) aquellas capaces de hidrolizar
penicilinas y primeras cefalosporinas (cefalotina y cefaloridina) y fuertemente inhibidas por
acido clavulanico y tazobactam, enmarcadas dentro del subgrupo 2b de la clasificacion de Bush-
Jacoby, b) B-lactamasas de amplio espectro incluidas en el grupo 2br que tienen resistencia
adquirida al acido clavulanico, y c) B-lactamasas incluidas en el subgrupo 2be, que son capaces
de hidrolizar antibiéticos oximino-B-lactdmicos (192) y son las consideradas B-lactamasas de
espectro extendido. Entre el primer y ultimo grupo podemos encontrar incluso una Unica
variacion en la secuencia aminodcidica, y si bien la mayoria de sustituciones observadas en las
B-lactamasas de espectro extendido de tipo SHV respecto a SHV-1 no afectan directamente a la
capacidad hidrolitica de estas proteinas, si que resultan en la mejora o relajacién del centro
activo, permitiéndole reaccionar de una forma mas eficiente con oximino-B-lactamicos (192).
Por tanto, para identificar una B-lactamasa de tipo SHV como unaa B-lactamasa de espectro
extendido es necesario realizar la secuenciacién del gen blasuy. La mayoria de BLEE de tipo SHV
presentan las sustituciones G238S y E240K. La mutacién G238S conduce a una expansién del
centro activo que mejora la unién y la acomodacidén de cefalosporinas de 32 generacién como
cefotaxima y, en menor medida, ceftazidima (192). Esta sustitucion se encuentra presente en
todas las BLEE de tipo SHV encontradas en esta tesis (SHV-2, SHV-7 y SHV-12). Otra sustitucién
importante, E240K, permite una unidn electrostatica del centro activo con los residuos oximino
de ceftazidima y aztreonam, facilitando su adecuado posicionamiento dentro de la B-lactamasa
(192), esta sustitucion se encuentra en dos de las tres BLEE de tipo SHV detectadas (SHV-7 y
SHV-12). Otros polimorfismos que se encuentran en estas BLEE son I8F y R43SG en el caso de

SHV-7,y L35Q en el caso de SHV-12.

Sin embargo, la distribucién de los tipos de BLEE observada en este estudio, pues de los
clones estudiados en 13 de 21 se detect6 la presencia de una BLEE de tipo CTX-M grupo 1y en

3 una BLEE de tipo CTX-M grupo 9, corrobora el cambio observado en la epidemiologia de las
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BLEE a nivel mundial, detectdndose con mayor frecuencia enzimas de tipo CTX-M frente a las
tradicionales TEM y SHV, en gran parte debido a la emergencia y diseminacién de la enzima de
tipo CTX-M-15 (193), presente en 10 de los 21 clones de nuestro estudio. La diseminacion del
gen que codifica esta enzima, blacrx-m-15, parece estar ligada a la transferencia de pldsmidos con
una estructura mas o menos préximay a la circulacién de clones que presentan este mecanismo
de resistencia (185), un ejemplo de ello es la diseminacion de E. coli productor de CTX-M-15
perteneciente al ST131y al grupo filogenético B2 que ha sido identificado como el predominante
en muchos paises, constituyendo un reservorio genético de esta B-lactamasa para otras
especies, como K. pneumoniae (34). A diferencia de lo observado en los brotes causados por
enterobacterias productoras de BLEE de tipo SHV o TEM que parecian restringirse a unidades
especificas y tenian una mortalidad alta, los causados por enterobacterias productoras de CTX-
M se distribuyen ampliamente en hospitales y parecen presentar una mortalidad menor (34).
Este cambio epidemioldgico en Espafia se hace patente en el trabajo realizado por Oteo et al.,
en el que se estudiaron cepas representativas de brotes causados por Klebsiella pneumoniae
acaecidos en el afio 2008 en cinco hospitales espafioles, encontrando en todos los casos BLEE
de tipo CTX-M-15, asociada a otros mecanismos de resistencia como OXA-1 o enzimas

modificantes de aminoglucésidos (194).

Mucho se ha publicado acerca de la utilidad de las penicilinas asociadas a inhibidores como
amoxicilina/acido clavulanico o piperacilina/tazobactam en el tratamiento de infecciones
causadas por enterobacterias productoras de BLEE, encontrando defensores de estos farmacos
(195) y claros detractores que encuentran una mayor mortalidad asociada frente al tratamiento
con carbapenemas (56), sin embargo en nuestro estudio se analizd la presencia de B-lactamasas
de tipo OXA-1 que pudieran explicar la baja sensibilidad observada a estos farmacos (26,8%)
encontrando su presencia en mas del 70% de los aislados. En el trabajo publicado por Livermore
et al. en 2019 en el que se analizaban cepas de Escherichia coli productoras de BLEE causantes
de bacteriemia se encontrd la presencia de B-lactamasas de tipo OXA-1 en mas del 50% de los
casos, asociandose a una elevacién en las CMls de estos antibidticos, por lo que los autores
suscitan que la pregunta “éSon las penicilinas asociadas a inhibidores activas frente a
enterobacterias productoras de BLEE?” se encuentra fuera de lugar y la pregunta correcta seria
“éMi aislado productor de BLEE produce también OXA-1?", considerando que la presencia de

esta B-lactamasa inclinaria la balanza al uso de carbapenema en el paciente grave (196).

La posible asociacién de B-lactamasas AmpC plasmidicas en cepas productoras de BLEE,
como la asociacién de DHA y CTX-M-3 encontrada en uno de los perfiles de este estudio, es un

hecho poco frecuente o poco demostrado en parte debido a que las B-lactamasas AmpC
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plasmidicas se encuentran mucho menos extendidas que las BLEE, sin embargo Jacoby sefala
que las cepas productoras de AmpC plasmidica a menudo también presentan B-lactamasas de

espectro extendido (197).

A pesar de la multitud de articulos que indican la cada vez mas frecuente deteccién de
carbapenemasas en enterobacterias (198) y su implicacidon en brotes nosocomiales en nuestro
pais (186,199), entre las 148 cepas estudiadas Unicamente se ha encontrado 8 casos de
disminucién de sensibilidad a carbapenemas, 3 de ellos asociados al brote de Kpn1. Unicamente
en las dos cepas pertenecientes al perfil 20 se detectd la presencia de carbapenemasas de tipo
VIM, y la adquisicidn podria de esta cepa productora de carbapenemasa podria estar ligada a la
estancia previa en otro hospital del primer paciente en el que se detectd este clon. El mecanismo
de resistencia a carbapenemas en el resto de cepas con disminucién de sensibilidad a
carbapenemas podria deberse a la asociacion de las B-lactamasas presentes (BLEE y/o AmpC)
junto con una pérdida de alguna de las porinas presentes en la membrana externa: OmpK35 u
OmpK36, como ya se ha descrito previamente en la literatura cientifica (200-202). Debemos
recordar que en el periodo de estudio analizado en la UCI de nuestro centro la presencia de
carbapenemasas resultaba un hecho excepcional, a semejanza del 1,65% de incidencia de
colonizaciéon por enterobacterias productoras de carbapenemasas observado por Oteo et al. en

unidades de criticos espafiolas y publicado en fechas semejantes (203).

En nuestro estudio se detectd la presencia de cepas que podrian presentar una disminucion
de sensibilidad a colistina por la ausencia del halo de inhibicién con una tableta de colistina de
10 pg, por lo que se decidid analizar la presencia de genes mcr, no encontrando este
determinante de resistencia en ningun caso. En la actualidad, afortunadamente, en Espafia este
mecanismo de resistencia no parece encontrarse ampliamente diseminado en seres humanos,
encontrando muy pocos trabajos en los que se haya detectado resistencia mediada por este
mecanismo en nuestro pais en muestras clinicas (204,205), si bien, cabe sefalar que este gen se
ha detectado en Escherichia coli en tres pacientes hematolégicos de nuestro centro entre los

afios 2014 y 2015 (206).

En Asia el patotipo hipervirulento asociado a determinados serotipos capsulares, como K1,
K2 o K5 es frecuente y se encuentra ligado fundamentalmente al CC23 y CC82 (207), en Europa
este patotipo sigue siendo poco frecuente aunque algunos autores han resefiado casos
esporadicos en algunos paises como Espafia (17). Este patotipo no suele asociarse a
multirresistencia, sugiriendose que los plasmidos de multirresistencia pueden no ser capaces de

mantenerse en cepas hipervirulentas (208), aunque este hecho no acaba de ser bien explicado.
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En nuestro caso el serotipo capsular K1 se encontraba ligado al ST11 y al ST307, no
habitualmente relacionados con hipervirulencia y si con multirresistencia (estas cepas eran
productoras de CTX-M-1 y OXA-1, y CTX-M-15 y TEM-1, respectivamente). El serotipo capsular
K2 se detectd en un clon perteneciente al ST39 productor de BLEE de tipo CTX-M-15 vy las B-
lactamasas TEM-1 y OXA-1, hecho también poco frecuente, ya que este serotipo se relaciona en
muchos casos con el CC14, aunque a diferencia de K1 en el CC23, es habitual detectarlo en otros
STs (207). En Espafia, Cubero et al. estudiaron los episodios de bacteriemia causada por cepas
hipermucoviscosas de Klebsiella pneumoniae, encontrando 53 de entre 878 aislados, en su caso
las 16 cepas detectadas con serotipo K1 pertenecian al CC23, mientras que las 9 asociadas a K2

pertenecian a 5 STs diferentes (ST380, 86, 65, 25 y 493) (209).

Al analizar los resultados de sensibilidad por perfiles encontramos que muchos de ellos
presentaban resistencia a quinolonas, cotrimoxazol o aminoglucésidos. La resistencia a
aminoglucdsidos se encuentra ligada habitualmente a la produccidn de enzimas modificantes
de antibidticos, cuyos genes suelen encontrarse vehiculados en elementos genéticos moviles
que contienen otros determinantes de resistencia, como B-lactamasas de espectro extendido,
por lo que es habitual encontrar en cepas productoras de BLEE resistencia a aminoglucdsidos
(210). En el trabajo publicado por Fernandez-Martinez et al. en el que se realizaba la
caracterizacién molecular de mecanismos de resistencia a aminoglicosidos de los aislados
productores de BLEE de los dos estudios nacionales de los afios 2000 y 2006, se encontré que
hasta el 74,8% de los aislados de K. pneumoniae presentaban resistencia al menos a un
aminoglucésido, y que el 82,7% de los aislados portaban genes que codificaban enzimas
modificantes de aminogltcosidos (211). En nuestro caso Unicamente el 13,4% de los aislados
presentaba sensibilidad a tobramicina y el 16,7 a gentamicina, mientras que la amikacina era el
aminoglucésido que presentaba mayor sensibilidad, resultado similar al observado por

Fernandez-Martinez (211).

En esta tesis se encontré un 7,4% de sensibilidad a ciprofloxacino, este bajo porcentaje
puede deberse a fendmenos de seleccion asociados a mutaciones en la ADN girasa o
topoisomerasa, a la presencia de elementos genéticos mdviles que incorporan determinantes
de resistencia transmisibles a quinolonas, como los genes gnr o aac(6’)-Ib-cr, a bombas de
expulsién o a mecanismos mixtos. En el caso de los genes gnr suelen encontrarse en plasmidos
de multirresistencia unidos a otros determinantes de resistencia como B-lactamasas de espectro
extendido, B-lactamasas tipo AmpC o carbapenemasas, mientras que el gen aac(6’)-Ib-cr suele
encontrarse en un cassette formando parte de un integron o un plasmido de multirresistencia,

siendo frecuente su asociacion con la BLEE CTX-M-15 y la secuencia de insercion 1S26 (212).
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Segun el estudio nacional publicado en el afio 2011, la sensibilidad a ciprofloxacino en K.
pneumoniae en cepas productoras de BLEE cayo del 88,5% del aiio 2000 al 37,8% del afio 2006,

lo que los autores atribuyen en parte a la diseminacion del gen aac(6’)-1b-cr (53).

Centrandonos en la cepa asociada al brote en estudio, Kpnl, los determinantes de
resistencia hallados justificaban la resistencia combinada a B-lactdmicos, quinolonas vy
aminoglucésidos, presentando una fenotipo de multirresistencia frecuente en las de cepas de K.
pneumoniae productora de BLEE. Segun los datos del ECDC el porcentaje de cepas invasivas que
presentaban resistencia a cefalosporinas de 32 generacién variaba entre el 13,4% y el 18% entre
2011 y 2014 y el porcentaje de cepas con resistencia combinada a cefalosporinas de 32
generacion, quinolonas y amiglucdsidos variaba entre el 8,3% y 10,1%, por lo que mas del 50%
de los aislados invasivos con resistencia a cefalosporinas de 32 generacidén presentaban también
resistencia a los otros dos grupos de antibidticos. En el trabajo de Fernandez-Martinez et al. el
gen aac(6’)-1b-cr, detectado en Kpnl y asociado a resistencia en aminoglucdsidos y quinolonas
se encontraba presente en el 41,9% de los aislados (211). En este mismo trabajo se demostraba
la presencia de mas de un gen de enzimas modificadoras de aminoglucésidos en el 37,3% de los
aislados de K. pneumoniae BLEE, al igual que en Kpnl en la que se detectaban hasta cuatro

genes que codifican este tipo de enzimas.

Los estudios de secuenciacion gendmica sin lugar a dudas permiten entender y explicar
mejor los fendmenos de resistencia antibidtica que encontramos en cepas clinicas, ya que las
técnicas de PCR y secuenciacién tradicionales implican una busqueda intencionada de un
determinante de resistencia, sin embargo es fundamental el desarrollo de flujos de trabajo
adecuados para el ensamblaje correcto de las lecturas obtenidas y su adecuada anotacidn, ya
que como se ha puesto de manifiesto en este trabajo con SHV-12 en Kpnl un ensamblaje
inadecuado llevaria a falsos negativos en determinados determinantes de resistencia. Este
fendmeno se pone de manifiesto en el trabajo publicado por Doyle et al. en el que se analizaban
los mismos datos de secuenciacién gendmica por parte de 9 equipos participantes diferentes,
observando hasta un 20% de falsos positivos y un 14% de falsos negativos cuando se comparaba

la prediccidn en la resistencia antibidtica con los estudios de sensibilidad fenotipicos (213).

La importancia clinica de los datos epidemioldgicos y microbioldgicos presentados radica
en que condicionan la evolucidn y prondstico de los pacientes ingresados en las UCI. Por tanto,
es necesario que se analicen en mayor profundidad las caracteristicas de los enfermos que se
han colonizado o han desarrollado infeccion por K. pneumoniae productora de BLEE durante su

estancia en estas unidades.
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5.3.  Estudio poblacional

La poblacién analizada en el estudio colonizada por el clon Kpnl presenta una serie de
caracteristicas diferenciales respecto a la poblacidn general que ingresa en la UCI de nuestro
hospital: se trata de un grupo de pacientes mas jovenes (mediana de edad 57 afios frente a la
general de 63 afios), presentan mayores valores en las escalas de gravedad (APACHE Il de 21,0
frente a 17,6 y SAPS 3 de 67,0 frente a 53,3), tiene estancias mds prolongadas que la mediana
de la poblacién (17 dias frente a 3 dias de la poblacidn de UCI) asi como una elevada frecuencia
de comorbilidades, y unos porcentajes en cuanto a los factores de riesgo para la colonizacidn
por microorganismos MR nada desdeiiables, por ejemplo, el 40,6% de los pacientes habia
recibido un tratamiento antibiético en los ultimos 90 dias. No se observaron diferencias respecto

al sexo (65,6% varones respecto al 64,9% de la poblacion de UCI en el periodo de estudio).

Si comparamos los datos poblacionales obtenidos de los pacientes colonizados por el clon
Kpn1 con la poblacién de las UCls espafiolas descrita en los estudios ENVIN 2011-2014 (8-11)
también encontramos que nuestra poblacién es mas joven (mediana de edad 57 afios frente a
los 66 de los estudios ENVIN) y presenta un indice de gravedad APACHE Il muy superior al de la
poblacién ingresada en las UCls espafiolas, asi mismo el porcentaje de pacientes que presenta
factores de riesgo al ingreso para la colonizaciéon o infeccidn por bacterias multirresistentes y la
presencia de dispositivos invasivos es también superior (Tabla 51), ademas la estancia en la
unidad se multiplica por mas de cuatro y la mortalidad por tres, todos estos factores pueden
considerarse que son causa 0 consecuencia de la colonizacién por microorganismos

multirresistentes.

En el andlisis univariante del estudio de casos y controles encontramos que padecer
diabetes mellitus, haber recibido tratamiento con carbapenemas o quinolonas, la colonizacidn
por otro microorganismo, requerir nutricion parenteral, catéter venoso central o sonda urinaria
resultaban factores protectores de la colonizacién por Kpnl. A revisar la literatura, muchos
estudios demuestran la asociacion de diabetes mellitus con un mayor riesgo de procesos
infecciosos debido a la alteracion de la respuesta inmune (214) o con la presencia de un patotipo
hipervirulento de Klebsiella pneumoniae (215), sin embargo en este trabajo constituye un factor
protector de la colonizacidon por este clon de Klebsiella pneumoniae en particular, y ello podria
deberse a que los pacientes que presentan diabetes mellitus tienen ya un riesgo incrementado
de colonizacién por microorganismos multirresistentes antes de ingresar en la UCI, que podrian

estar ocupando el nicho ecolégico de Kpn1.
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Tabla 51. Comparacion poblacién de las UCls espaiiolas 2011-2014 (estudios ENVIN) con la poblacion colonizada o
infectada por Kpn1.

ENVIN ENVIN ENVIN ENVIN Kpn1

2011 2012 2013 2014
Mediana de edad (afios) 66 66 66 66 57
% hombres 65,94 65,4 64,6 65,4 65,6
Media APACHE I 14,82 14,78 14,57 14,61 21,02
Antibioterapia previa (%) 21,28 21,6 21,75 21,69 40,6
Cirugia previa (%) 28,20 29,7 31,19 31,07 45,3
Diabetes mellitus (%) - - 23,4 25,48 18,8
Insuficiencia renal (%) - - 10,67 11,65 12,5
Inmunodepresion (%) - - 7,72 7,50 10,9
Neoplasia (%) - - 13,38 15,07 14,1
Cirrosis (%) - - 3,54 3,61 4,7
EPOC (%) - - 11,71 13,34 20,3
Trasplante de érgano sélido (%) - - 1,39 1,49 4,7
Neutropenia (%) 1,18 1,12 1,59 1,38 3,1
Cateter venoso central (%) 64,7 64,2 63,12 62,2 90,6
Ventilacion mecanica (%) 43,4 42,6 41,9 41,73 75,0
Sonda urinaria (%) 72,5 72,5 73,2 72,84 92,2
Derivacion ventricular externa (%) 1,64 1,61 1,66 1,65 7,8
Mediana estancia (dias) 4 4 4 4 17
Mortalidad (%) 10,61 10,66 9,73 9,60 32,8

Como es ldgico, el tratamiento con carbapenemas disminuye el riesgo de colonizacion por
Kpnl ya que constituye una de las limitadas alternativas de tratamiento para la infeccidn
causada por este microorganismo, sin embargo la asociacion protectora con fluoroquinolonas
no esta tan clara debido a la resistencia que presenta Kpn1l a este grupo de antibiéticos, es mas
algunos autores asocian el consumo de quinolonas con una alta prevalencia de K. pneumoniae
productora de BLEE (216), posiblemente debido a la resistencia cruzada con este grupo de

antibidticos.

Segun el estudio univariante, la colonizacidn por otros microorganismos multirresistentes,
especialmente otro clon de Klebsiella pneumoniae BLEE, parecia proteger frente a la
colonizacion por Kpnl, este hecho podria deberse a la ocupacion del mismo nicho ecolégico,
aunqgue también hay trabajos que demuestran que la microbiota presente en el tracto digestivo
puede incrementar la resistencia a la colonizacion por microorganismos MR (217), lo que explica
que se considere al trasplante fecal como una posible opcidn terapéutica para la colonizacion

por estos microorganismos (218).

Analizando la literatura, la presencia de dispositivos incrementa el riesgo de colonizacion
por microorganismos multirresistentes, sin embargo en nuestro trabajo, los dias de
cateterizacion venosa central o sondaje urinario y la necesidad de nutricidon parenteral resultan

factores protectores (166), lo que es explicable por el tipo de analisis realizado ya que se recogen
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los datos hasta que se produce el evento en estudio (la colonizacidn) y en los controles este
hecho no se produce durante su estancia en la UCI. La necesidad de cirugia también constituye
un factor de riesgo para la colonizacién segun nuestro analisis, lo que refrenda lo encontrado en

la literatura (219,220).

Al realizar el estudio multivariante, el Unico factor que realmente protege de la colonizacidn
por Kpnl es el tratamiento con carbapenemas, aunque pueda incrementar el riesgo de

colonizacién/infeccion por bacterias resistentes a este grupo de antibidticos (221).

En una época en la que los microorganismos MR ya no se encuentran ligados a un dmbito
puramente nosocomial (222,223), la realizacidn de cultivos de vigilancia a todos los pacientes
desde el ingreso en UCI permitiria diferenciar claramente si la deteccidon posterior de
colonizacion o infeccidon por una bacteria MR es realmente de adquisicién intrahospitalaria,
asociada a cuidados sanitarios o comunitaria. La mejor definicidon de estos hechos permitiria, a
su vez, ajustar mejor el tratamiento empirico en caso de sospecha clinica de infeccion y detectar
con una mayor rapidez un brote hospitalario en estas unidades de pacientes criticos. En el
estudio de Harris et al. (115), realizado desde 2001 a 2005, en el que se analizaba la tasa de
colonizacion por bacterias productoras de BLEE al ingreso en UCI, se detectd un 2% de pacientes
colonizados, mientras que el trabajo de Ajao et al. (224), estudiando un periodo mds largo
(desde el afio 2001 a 2009), se detectd un 4%. Estas cifras, tras la diseminacion global observada
de mecanismos de resistencia en enterobacterias, posiblemente sean superiores en la

actualidad.

Entre los principales objetivos del estudio, otro de ellos era determinar si existia algun
factor previo o presente en el momento de la colonizacion que pudiera estar relacionado con el
posterior desarrollo de infeccidn en los pacientes colonizados por el clon asociado al brote. Asi,
aunque en el andlisis univariante diversos factores parecian influir en este evento, en el andlisis
multivariante no se hallé ningin modelo adecuado que predijera el desarrollo de infeccién en
los pacientes colonizados. Sin embargo, segln la literatura, el uso de dispositivos (catéteres
vasculares, tubo endotraqueal, sonda nasogdastrica, sonda urinaria, derivaciéon ventricular
externa, etc.) presenta una clara asociacién con el desarrollo de infeccidén (225), intimamente
relacionado en muchos casos con la presencia de biopeliculas (226). No obstante, estos hechos
no pudieron ser observados en este trabajo probablemente debido al escaso tamafio muestral,

aunque en 9 de las 17 infecciones diagnosticadas se encontré relacidon con el uso de dispositivos.
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5.4. Busqueda de reservorio ambiental y estudio de portadores

El elevado niumero de casos de colonizacidn/infeccion asociados al brote (64 pacientes
afectados) estd relacionado con la dilatada duracion temporal del mismo, que podria explicarse
por la deteccién de un posible y cercano reservorio ambiental del microorganismo, como fue la
pila de la zona sucia de uno de los boxes (n2 2) en UCI, aunque el principal reservorio de esta
bacteria se considerd que era el propio tracto gastrointestinal de los pacientes colonizados.
Algunos autores han demostrado recientemente la presencia de un reservorio ambiental para
K. pneumoniae causante de brote epidémico (227,228), y en ambos trabajos se asociaba a

sistemas de drenaje de agua.

La técnica de la gasa estéril utilizada para el muestreo ambiental en este estudio ha
demostrado un mayor rendimiento en la recuperacidn de microorganismos, como Acinetobacter
baumannii, que el simple hisopado de superficies (229), a pesar de no considerarse el método
de eleccidn sugerido por la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia

Clinica (SEIMC).

La deteccién de un portador entre el personal sanitario, que en el momento del muestreo
acababa de estar en contacto con uno de los pacientes colonizados, no hace mas que reforzar
la importancia del seguimiento estricto de las precauciones de contacto en todo momento, y
mas aun en situacién de brote. EIl método microbiolégico para el estudio de portadores en
nuestro contexto, la impresién de los dedos en placas de agar, fue seleccionado por su sencillez,
ademas de ser una de las técnicas recomendadas por la SEIMC; no obstante, otras técnicas
[como la inmersién de las manos en bolsas con caldo de cultivo (BHI)] han demostrado una

mayor rentabilidad diagndstica (230) .

5.5. Medidas de vigilancia y control

La existencia de un ECIN en el centro y la presencia activa de un representante de la UCI
especialmente comprometido en la implantacion y seguimiento de las medidas de control del
brote acordadas, condujo a la reduccién progresiva del nimero de pacientes colonizados, lo que
demuestra la trascendencia y eficacia del trabajo en equipo multidisciplinar para la vigilancia y
el control de la infeccién nosocomial. Muchos estudios refrendan que las medidas de control
basadas en el trabajo multidisciplinar se han demostrado eficaces en la lucha contra los brotes
causados por bacterias multirresistentes (231,232). El papel del microbidlogo clinico dentro de

los equipos de control de infeccién nosocomial es fundamental, ya que son ellos los que en un
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primer momento detectan la colonizacién o infecciéon por microorganismos multirresistentes,

dando la alerta al resto del equipo (233).

La higiene de manos continua siendo la piedra angular en la prevencién de la transmisién
de bacterias multirresistentes. En el trabajo recientemente publicado por Kovacs-Litman et al.
se pone de manifiesto el importante papel de la higiene de manos en la prevencion de brotes y
se resefia el hecho de que tras la aparicién de un brote se observa una mejoria en el

cumplimiento de ésta (234).

Los estudios de vigilancia del estado de portador de bacterias multirresistentes permiten la
identificacién precoz de los pacientes colonizados y la puesta en marcha de medidas para evitar
la transmision, disminuyendo el riesgo de colonizacién del resto de pacientes y el posterior
desarrollo de infeccion. En este trabajo observamos que gran parte de los pacientes presentaba
cultivos de vigilancia epidemioldgica positivos sin muestras clinicas positivas, por lo que
constituian un reservorio que, sin la realizacién de vigilancia activa, hubiera permanecido oculto

facilitando el incremento de las infecciones nosocomiales.

El aislamiento de contacto de los pacientes colonizados por bacterias multirresistentes es
una de las estrategias frecuentemente utilizadas para reducir la transmisién de estos
microorganismos, siendo una de las principales medidas que se establecen en las guias, pero en
algunas ocasiones el aislamiento del paciente conlleva a un deterioro de la atenciéon sanitaria

por la disminucidn de las entradas en la habitacidn por parte del personal sanitario.

Una de las medidas mas controvertidas para la erradicacidn de bacterias multirresistentes
en el tracto digestivo de los pacientes colonizados es la administracion de soluciones de
descontaminacidn digestiva selectiva, que contienen diferentes antibidticos, entre los que cabe
resefiar colistina. En nuestro trabajo se ha observado en algunos casos la aparicidn de resistencia
a este antibidtico en K. pneumoniae BLEE sin poder asegurar que se deba a la administracién de
esta mezcla de antibidticos. Segun el trabajo de Silvestri et al. la administracion de DDS
constituye una herramienta Util para la prevencién de infecciones graves y reducir la mortalidad
en pacientes criticos (127) sin embargo otros autores resaltan la rapida aparicidn de resistencia

a colistina tras la administracién de DDS (128).
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5.6. Limitaciones del estudio
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A pesar de que con el estudio realizado se ha logrado caracterizar la epidemiologia de
Klebsiella pneumoniae productora de [-lactamasa de espectro extendido, seria
necesario prolongar el estudio para conocer su evolucién teniendo en cuenta que en
afos siguientes se produjo la emergencia de la carbapenemasa OXA-48 en cepas de K.
pneumoniae BLEE.

La realizacion de técnicas de secuenciacién gendmica en todas las cepas incluidas en el
estudio hubiera aportado una mayor informacién acerca de los mecanismos de
resistencia y factores de virulencia presentes en K. pneumoniae, y hubiera contribuido
a establecer la cadena de transmisién en Kpn1, que debido al elevado nimero de casos
es desconocida.

La realizacion del analisis estadistico del estudio de casos y controles ha resultado
compleja debido al diferente tiempo de exposicién a determinados factores que podrian
constituir de riesgo para la colonizacién por Kpn1 entre los casos (hasta el desarrollo del
evento que los caracteriza como tales, la colonizacidn) y los controles (toda la estancia

en UCI).
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. CONCLUSIONES

El estudio realizado ha permitido corroborar la existencia de hasta 21 clones circulantes
y hasta 4 brotes activos de Klebsiella pneumoniae BLEE en la unidad de Cuidados
Intensivos del Hospital Universitario y Politécnico La Fe.

La realizacion de PFGE ha resultado esencial para conocer la epidemiologia de la unidad,
y se ha observado que las técnicas de Rep-PCR o RAPD no han resultado de utilidad en
este estudio.

Si bien se han detectado los clones de alto riesgo ST11 y ST147 entre los causantes de
brotes en esta unidad, el brote que afectd a un mayor nimero de pacientes fue causado
por el ST437, no considerado como clon de alto riesgo en la actualidad.

Se han descrito tres nuevos secuenciotipos de K. pneumoniae: 2721, 2722 y 2850, que
han sido incluidos en la base de datos del Instituto Pasteur.

La caracterizacién de B-lactamasas de espectro extendido realizada en este estudio es
un fiel reflejo de la epidemiologia de nuestro pais, ya que CTX-M-15, CTX-M-3 y SHV-12
han sido las BLEE detectadas con mayor frecuencia.

La presencia de OXA-1 en mas del 70% de los aislados de K. pneumoniae productora de
BLEE vy el 26,8% de sensibilidad a piperacilina/tazobactam, obliga a descartar a este
antibiético como tratamiento en las infecciones causadas por este microorganismo.

A pesar de la gran cantidad de informacion generada mediante la secuenciacidn
gendmica, el adecuado andlisis de los datos es fundamental para interpretar
correctamente los resultados.

En el estudio de casos y controles se establece como Unico factor protector para la
colonizacién por Kpnl el tratamiento con carbapenemas, no encontrandose ningun

factor de riesgo demostrado entre las variables analizadas.
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ANEXO | - CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS
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1. DATOS DEMOGRAFICOS

Paciente: ‘ | ‘ ‘ | |

Fecha de nacimiento: l:lj:l:l:]:l

Fecha deingreso: | | [ [ [ [ |

Tipo de registro: caso O Control

Hospital de procedencia:

Unidad de procedencia:

Sexo:

O

Fecha de ingreso en UC: I:I:I:l:ljj

Motivo de ingreso en UCI:
Cardiocirculatorio
Respiratorio
Neurolégico

Digestivo/hepético

O00O0O0

Renal/Electrolitos

Apachell: [ | | saps3: [ ] ]

Antecedentes médicos
Insuficiencia renal
Insuficiencia hepatica
Insuficiencia cardiaca
Enfermedad pulmonar crénica
Diabetes mellitus

Afectacion SNC y/o SNP
Neoplasia

Neutropenia

Trasplante 6rgano sélido
Trasplante progenitores hematopoyéticos

Tratamiento inmunosupresor

OO0 00O

SOFA:

CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOs [FI

Hombre O

Metabdlico/endocrinoldgico

Hematoldgico/oncoldgico

Sepsis

Téxicos/bioldgicos/fisicos

Otros

(1]

O no
O No
O no
O no
O No
O nNo
O no
O No
O nNo
O nNo
O No

Osi
O si
Osi
O si
O si
Osi
O si
O si
O s
O si
O si
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CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOs [F

Factores de riesgo al ingreso en UCI

Tratamiento antibidtico en los 90 dias previos Ono O
>5 dias de hospitalizacién en ingreso actual Onoe Ossi
Procedencia de centro socio-sanitario Onoe O
Tratamiento endovenoso domiciliario One QOsi
Didlisis crénica Ono Qs
Cura de heridas en domicilio o centro de AP Ono O
Ulceras por presién Onoe O
Reingreso en UCI Onoe Ossi
Reingreso en el hospital (<15 dias) One QO

Estudio de colonizacién

Klebsiella pneumoniae BLEE

Colonizacion por Klebsiella pneumeoniae BLEE Ono Ossi

Fecha de colonizacién: I:I:I:I:I:I:l
Escalasora: | | |

Adquisicion intraUCl OnNe Qs
Semana de seguimiento: l:l:l
Presidn de colonizacidn semana previa:

Aislamiento en:
O Exudado orofaringeo Exudado orofaringeo y rectal
O Exudado rectal Broncoaspirado y exudado rectal

O Broncoaspirado Ex. orofaringeo, rectal y broncoaspirado

O00O0

O Exudado orofaringeo y broncoaspirado Otro

Ubicacion del paciente:

O Unidad de cuidados intensivos Planta de hospitalizacion

OO

@) Urgencias Domicilio
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Escherichia coli BLEE

Colonizacién por Escherichia coli BLEE

Fecha de colonizacion: D:I:IID

Adquisicién intraucl

Semana de seguimiento: l:lj

Aislamiento en:

Escala SOFA:

O Exudado orofaringeo
O Exudado rectal
O Broncoaspirado

(@) Exudado orofaringeo y broncoaspirado

Ubicacidn del paciente:
(@) Unidad de cuidados intensivos

O Urgencias

Acinetobacter baumannii MR

Colonizacién por Acinetobacter baumannii MR

Fecha de colonizacion: D:I:l:[:lj

Adquisicién intraucl

Semana de seguimiento: I:D

Aislamiento en:

Escala SOFA:

O Exudado orofaringeo
O Exudado rectal
O Broncoaspirado

O Exudado arofaringeo y broncoaspirado

Ubicacion del paciente:
O Unidad de cuidados intensivos

O Urgencias

O 00O

O O

O00O0

OO0

CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS

One O

Ono Ossi

Exudado orofaringeo y rectal
Broncoaspirado y exudado rectal
Ex. orofaringeo, rectal y broncoaspirado

Otro

Planta de hospitalizacion

Domicilio

One O

One O

Exudado orofaringeo y rectal
Broncoaspirado y exudado rectal
Ex. orofaringeo, rectal y broncoaspirado

Otro

Planta de hospitalizacion

Domicilio
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Pseudomonas aeruginosa MBL

Colonizacion por Pseudomonas aeruginosa MBL

Fecha de colonizacién: l:l:l:l:l:lj

Adquisicion intraUCl

Semana de seguimiento: ED

Aislamiento en:

Escala SOFA:

O Exudado orofaringeo
O Exudado rectal
O Broncoaspirado

O Exudado orofaringeo y broncoaspirado

Ubicacién del paciente:
© Unidad de cuidados intensivos

O Urgencias

Pseudomonas aeruginosa MR

Colonizacién por Pseudomonas aeruginosa MR

Fecha de colonizacién: I:l:l:l:l:lj
Escala SOFA: l:l:l

Adquisicion intraUCl

Semana de seguimiento: l:l:l
Aislamiento en:

O Exudado orofaringeo

O Exudado rectal

O Broncoaspirado

O Exudado orofaringeo y broncoaspirado

Ubicacién del paciente:
O Unidad de cuidados intensivos

O Urgencias

OO00O0

OO

O00O0

g Q

CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOs [T

One QO

One Qs

Exudado orofaringeo y rectal
Broncoaspirado vy exudado rectal
Ex. orofaringeo, rectal y broncoaspirado

Otro

Planta de hospitalizacién

Domicilio

One Osi

One Osi

Exudado orofaringeo y rectal
Broncoaspirado y exudado rectal
Ex. orofaringeo, rectal y broncoaspirado

Otro

Planta de hospitalizacién

Domicilio



Staphylococcus aureus MR

Colonizacién por Staphylococcus aureus MR

Fecha de colonizacion: El:l:l:l:l:l

Adquisicion intraUCl

Semana de seguimiento: I:D

Aislamiento en:

Escala SOFA:

O Exudado orofaringeo

O Exudado rectal

(@) Broncoaspirado

@) Exudado orofaringeo y broncoaspirado
Ubicacién del paciente:

O Unidad de cuidados intensivos

O Urgencias

Otro microorganismo MR
Colonizacién por otro microorganismo
Tipo de microorganismo:

Mecanismo de resistencia:

Fecha de colonizacién: m
Adquisicion intraUCl

Semana de seguimiento: I:I:I

Aislamiento en:

Escala SOFA:

@) Exudado orofaringeo
@] Exudado rectal
@) Broncoaspirado

O Exudado orofaringeo y broncoaspirado

Ubicacién del paciente:
@) Unidad de cuidados intensivos

@) Urgencias

O 00O

O

O00O0

O O

CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOs [EIN

Onoe Ossi

Ono O

Exudado orofaringeo y rectal
Broncoaspirado y exudado rectal
Ex. orofaringeo, rectal y broncoaspirado

Otro

Planta de hospitalizacién

Domicilio
One O
Onoe Qs

Exudado orofaringeo y rectal
Broncoaspirado y exudado rectal
Ex. orofaringeo, rectal y broncoaspirado

Otro

Planta de hospitalizacién

Domicilio
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PROCESO INFECCIOSO POR BACTERIA MULTIRRESISTENTE

Klebsiella pneumoniae BLEE

Infeccion por Klebsiella pneumoniae BLEE: Ono Ossi

Fecha de infeccién: EEI:EED

Escala SOFA en la fecha de infeccion: El:]

Tipo de infeccién:

O Bacteriemia primaria O  Neumonia asociada a ventilacion mecanica
O Bacteriemia relacionada con catéter O Neumonia nosocomial

O Bacteriemia secundaria Q  ventriculitis

@) Infeccion del tracto urinario

Tratamiento adecuado segun antibiograma: Ono O

Evolucidn del proceso infeccioso O curacion O Exitus relacionado
Segunda infeccion por Klebsiella pneumoniae BLEE: OnNoe Qi

Fecha de infeccion: D:I:l:l:l:

Escala SOFA en |a fecha de infeccion: [:l:l

Tipo de infeccion:

O Bacteriemia primaria QO  Neumonia asociada a ventilacién mecanica
O Bacteriemia relacionada con catéter O  Neumonia nosocomial

O Bacteriemia secundaria O  ventriculitis

O Infeccion del tracto urinario

Tratamiento adecuado segun antibiograma: Ono O

Evolucién del proceso infeccioso O curacisn O Exitus relacionado
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Escherichia coli BLEE

Infeccion por Escherichia coli BLEE: One Qi

Fecha de infeccion: l:l:l:l:l:l:l

Escala SOFA en la fecha de infeccion: EI:I

Tipo de infeccidn:

O Bacteriemia primaria O  Neumonia asociada a ventilacion mecanica
O Bacteriemia relacionada con catéter O  Neumonfa nosocomial

O Bacteriemia secundaria O  ventriculitis

O Infeccién del tracto urinario

Tratamiento adecuado segun antibiograma: One O

Evolucion del proceso infeccioso O curacién O Exitus relacionado
Segunda infeccidn por Escherichia cofi BLEE: One Osi

Fecha de infeccion: I:I:I:l:l:lj

Escala SOFA en la fecha de infeccion: [:l:]

Tipo de infeccion:

@) Bacteriemia primaria O  Neumonia asociada a ventilacién mecanica
O Bacteriemia relacionada con catéter O  Neumonia nosocomial

O Bacteriemia secundaria O  Ventriculitis

O Infeccién del tracto urinario

Tratamiento adecuado segun antibiograma: One QOssi

Evolucion del proceso infeccioso QO curacien O Exitus relacionado
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Acinetobacter baumannii MR

Infeccién por Acinetobacter baumannii MR: Ono O

Fecha de infeccion: m

Escala SOFA en la fecha de infeccion: l:El

Tipo de infeccidn:

O Bacteriemia primaria O  Neumonia asociada a ventilacion mecanica
O Bacteriemia relacionada con catéter (O  Neumonia nosocomial

O Bacteriemia secundaria O ventriculitis

O Infeccién del tracto urinario

Tratamiento adecuado segun antibiograma: OnNo Ossi

Evolucion del proceso infeccioso O curacien O Exitus relacionado
Segunda infeccion por Acinetobacter baumannii MR: One Ossi

Fecha de infeccion: l:l:l:l:l:l:l

Escala SOFA en la fecha de infeccién: |:|:|

Tipo de infeccion:

@) Bacteriemia primaria O  Neumonia asociada a ventilacién mecanica
O Bacteriemia relacionada con catéter QO  Neumonia nosocomial

O Bacteriemia secundaria QO Ventriculitis

@) Infeccién del tracto urinario

Tratamiento adecuado segun antibiograma: One Ossi

Evolucién del proceso infeccioso O curacien O Exitus relacionado

pag. 174
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Pseudomonas aeruginosa MBL

Infeccion por Pseudomonas aeruginosa MBL: OnNo Ossi

Fecha de infeccién: l:l:l:l:]:l:l
Escala SOFA en la fecha de infeccién: |:|:|

Tipo de infeccién:

@) Bacteriemia primaria (O  Neumonia asociada 2 ventilacion mecanica
O Bacteriemia relacionada con catéter O Neumonia nosocomial

O Bacteriemia secundaria QO ventriculitis

O Infeccion del tracto urinario

Tratamiento adecuado segun antibiograma: One O

Evolucidn del proceso infeccioso QO curacisn O Exitus relacionado
Segunda infeccion por Pseudomonas aeruginosa MBL: OnNe Qi

Fecha de infeccién: l:l:l:l:]:l:l
Escala SOFA en la fecha de infeccién: l:l:|

Tipo de infeccién:

O Bacteriemia primaria O Neumonia asociada a ventilacion mecénica
O Bacteriemia relacionada con catéter QO  Neumonia nosocomial

o Bacteriemia secundaria QO  Ventriculitis

O Infeccién del tracto urinario

Tratamiento adecuado segun antibiograma: One O

Evolucién del proceso infeccioso QO curacién O Exitus relacionado
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Pseudomonas aeruginosa MR

Infeccion por Pseudomonas aeruginosa MR One O

Fecha de infeccion: l:l:l:l:l:l:l

Escala SOFA en la fecha de infeccidn: l:l:l

Tipo de infeccion:

O Bacteriemia primaria O  WNeumonia asociada a ventilacién mecanica
O Bacteriemia relacionada con catéter QO  Neumonia nosocomial

O Bacteriemia secundaria O  ventriculitis

O Infeccion del tracto urinario

Tratamiento adecuado segun antibiograma: OnNoe Qi

Evolucién del proceso infeccioso O curacion O Exitus relacionado
Segunda infeccion por Pseudomonas aeruginosa MR: OnNoe Qs

Fecha de infeccion: D:l:l:l:[j

Escala SOFA en la fecha de infeccion: l:l:l

Tipo de infeccidn:

O Bacteriemia primaria O  Neumonia asociada a ventilacién mecanica
O Bacteriemia relacionada con catéter QO  Neumonia nosocomial

O Bacteriemia secundaria QO  ventriculitis

O Infeccion del tracto urinario

Tratamiento adecuado segun antibiograma: One Ossi

Evolucién del proceso infeccioso O curacion O Exitus relacionado
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Staphylococcus aureus MR

Infeccién por Staphylococcus aureus MR One Ossi

Fecha de infeccion: l:l:l:l:l:l:'
Escala SOFA en la fecha de infeccién: [lj

Tipo de infeccién:

@) Bacteriemia primaria O Neumonia asociada a ventilacion mecanica
@] Bacteriemia relacionada con catéter O Neumonia nosocomial

O Bacteriemia secundaria QO  ventriculitis

O Infeccion del tracto urinario

Tratamiento adecuado segun antibiograma: Ono O

Evolucidn del proceso infeccioso QO curacion O Exitus relacionado
Segunda infeccidén por Staphylococcus aureus MR: Onoe Osi

Fecha de infeccidn: D:I:I:I:Ij

Escala SOFA en |a fecha de infeccién: \:I:’

Tipo de infeccion:

O Bacteriemia primaria (O  Neumonia asociada a ventilacién mecanica
O Bacteriemia relacionada con catéter O  Neumonia nosocomial

O Bacteriemia secundaria QO  ventriculitis

O Infeccion del tracto urinario

Tratamiento adecuado segun antibiograma: Ono O

Evolucion del proceso infeccioso O curacisn O Exitus relacionado
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Otro microorganismo MR

Infeccién por otro microorganismo MR Ono O
Tipo de microorganismo:

Mecanismo de resistencia:

Fecha de infeccidn: Dj:l:l:lj

Escala SOFA en la fecha de infeccion: ED

Tipo de infeccidn:

O Bacteriemia primaria (O  Neumonia asociada a ventilacién mecénica
O Bacteriemia relacionada con catéter O  Neumonia nosocomial

O Bacteriemia secundaria QO  ventriculitis

O Infeccidn del tracto urinario

Tratamiento adecuado segun antibiograma: Onoe Osi

Evolucién del proceso infeccioso O curacien O Exitus relacionado
Segunda infeccidén por otro microorganismo MR: OnNoe Qi

Tipo de microorganismo:

Mecanismo de resistencia:

Fecha de infeccion: I:I:I:I:I:I:I
Escala SOFA en la fecha de infeccidn: \:l:’

Tipo de infeccién:

O Bacteriemia primaria (O Neumonia asociada a ventilacion mecanica
O Bacteriemia relacionada con catéter O  Neumonia nosocomial

O Bacteriemia secundaria O  ventriculitis

O Infeccion del tracto urinario

Tratamiento adecuado segun antibiograma: Ono O

Evolucién del proceso infeccioso O curacien O Exitus relacionado
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ALTA HOSPITALARIA

Fecha de alta de UCI: l:l:l:l:]:l:l
Fecha de alta del hospital: l:l:l:l:l:l:l

Exitus a los 30 dias: Onoe QO si
Lugar donde se produjo el exitus:

O unidad de cuidados intensivos O Planta de hospitalizacién O Dpomicilio

Fecha de exitus: l:[l:[:l:l:l

Exitus en relacién con infeccién nosocomial Onoe Qi

Si/No Fecha de inicio Fecha de fin

Cefalosporinas 32y 42

generacion

Amoxicilina-acido  clavulanico

/Piperacilina-tazobactam

Ampicilina/sulbactam

Carbapenem

Aztreonam

Aminoglucdsidos

Tigeciclina

Quinolonas

Glucopéptidos

Linezolid
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CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOs [EZIN

Si/No Fecha de inicio Fecha de fin

Daptomicina

Colistina

Cotrimoxazol

Antifungicos sistémicos

Descontaminacion  digestiva

selectiva (DDS)

Inhibidores de bomba de protones QO No Q si
Clorhexidina oral O o O si
AntiH2 O no O
Corticoides sistémicos O nNo O si
Corticoides inhalados O no O s
Inmunosupresores O No O Si

Primera cirugia: Ono O si Fecha: l:l:l:EDj

Tipo de cirugia : O abdominal O Neurocirugia O otro

Segunda cirugia: Ono O s Fecha: I:l:l:[:l:]j

Tipo de cirugia : O abdominal O Neurocirugia O otro

Traqueostomia : Ono O s

Fecha de colocacion de traqueostomia: D:l:l:l:l:l
Fecha de cierre de tragueostomia: I:[:I:]:[:I:l
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CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS

Fecha de inicio Fecha de fin
Ventilacion mecanica invasiva | | ‘ ‘ | | | | ‘ | | ‘ ‘ |
One O LTI T T ]
Ventilacién mecanica no invasiva | | ‘ ‘ | | | | ‘ | | ‘ ‘ |
One O HEEEEEEEEEEEE
Sonda urinaria | | ‘ ‘ | | | | ‘ | | ‘ ‘ |
OnNo Osi HEEEEEEEEEEEEE
Catéter venoso central | I ‘ { | | I l ‘ | | } ‘ I
One O HEEEEEEEEEEEEE
Catéter arterial HEEEEEEEEEEEE
Ono O HEEEEEEEEEEEEE
Nutricion parenteral | | ‘ [ | | I l ‘ | | ] ‘ |
One O HEEEEEEEEEEEE
Drenaje | | ‘ ‘ | | | | ‘ | | ‘ ‘ |
OnNo O HEEEEEEEEEEEE
Sonda nasogastrica | | ‘ ‘ | | | | ‘ | | ‘ ‘ |
Ono O LT PPl
Derivacion ventricular externa | | ‘ ‘ | | | | ‘ | | ‘ ‘ |
One O LTI T T
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ANEXO || — DENDOGRAMAS OBTENIDOS MEDIANTE REP-PCR (DIVERSILABTM)
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Perfil Aislado PFGE
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ANEXO ||l — DENDOGRAMA OBTENIDO MEDIANTE RAPD
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ANEXO IV — DENDOGRAMA DE PFGE, MLST Y GENES DE RESISTENCIA ANTIBIOTICA
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