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RESUMEN (en espaiiol)

Las bacterias resistentes a antibidticos suponen una seria amenaza para la salud publica, especialmente
cuando afectan a antimicrobianos de ultima linea o presentan fenotipos de resistencia con escasas
alternativas terapéuticas. Durante el desarrollo de esta tesis se estudid una seleccion de bacterias, con una
0 ambas caracteristicas, que causaron, en los ultimos afios, brotes o endemias en dos hospitales del norte
de Espaiia: el Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA) y el Hospital El Bierzo (HEB).

En primer lugar se evalud el efecto a largo plazo de un paquete de medidas de control de la infeccion,
instauradas para poner fin a una endemia de Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos
(CRAB) en la UCI del HUCA. La intervencion, implantada en 2016 y mantenida hasta la fecha (basada
principalmente en medidas exhaustivas de limpieza), ha sido efectiva. De hecho, no se han producido
nuevos brotes por CRAB en la UCI hasta la fecha, descendiendo ademas el consumo de colistina, que es
un antibidtico de ultimo recurso. El estudio molecular de 49 CRAB obtenidos aproximadamente un afio
después de la implantacion de las medidas, demostro la presencia de un clon ST218 portador de los genes
blaoxa-siike Y blaoxa-23-ike (resistencia a carbapenémicos) y del gen transferible armA (resistencia a
aminoglicdsidos) en otras unidades del hospital. Estos resultados muestran la dispersion y establecimiento
de un clon de CRAB fuera de la UCI, por lo que las medidas de control de la infeccién deberian
extenderse al resto del hospital para conseguir la erradicacion total de CRAB.

En el presente trabajo también se estudiaron 28 aislados de Enterococcus faecium resistentes a
vancomicina (VREfm) recuperados de pacientes atendidos en el HEB en el afio 2018. Estos aislados
fueron sensibles Gnicamente a linezolid (100%) y sensibles dosis-dependiente a daptomicina (78,6%),
positivos para el gen vand y pertenecieron al complejo clonal (CC) 17 de alto riesgo. Debido a la
alarmante situacion del HEB en cuanto a VREfm con escasas alternativas terapéuticas, en el afio 2018 se
establecio un cribado de rutina para la deteccion precoz de genes transferibles de resistencia a
oxazolidinonas en enterococos con CMI >4 mg/L para linezolid (LZD). Los resultados mostraron una
baja prevalencia de estos aislados (0,9%); sin embargo, tres de los cuatros aislados detectados fueron E.
faecalis optrA positivos, resistentes a cloranfenicol y pertenecientes a tres clones diferentes [con
secuencias tipo (ST) 7, 480 y 585]. La deteccion precoz de genes transferibles de resistencia a
oxazolidinonas, como optrA, es esencial para evitar su dispersion, especialmente en entornos sanitarios
con alta prevalencia de VREfm.

En el HUCA se observd una elevada prevalencia de resistencia a LZD en aislados de Staphylococcus
epidermidis (SERL) del periodo 2011-2017, especialmente en la UCI, donde su incremento mostrd una
relacion estadisticamente significativa con el elevado consumo de LZD. En el resto de unidades del
HUCA, con un consumo considerablemente inferior de este antibidtico, no se encontrd relacion
estadisticamente significativa y la prevalencia de aislados resistentes fue menor. El estudio molecular de
los primeros SERL disponibles (44, recuperados entre Junio 2013-Junio 2014), y de cinco aislados
causantes de ventriculitis (2013-2016), mostraron perfiles de PFGE estrechamente relacionados,
pertenecieron al clon ST2 y presentaron como principal mecanismo de resistencia a LZD la mutacion
G2576T en las seis copias del gen codificante del ARNr 23S. Los resultados muestran el establecimiento
de un clon de SERL en el HUCA durante un periodo de siete afios, no solo en una UCI con un elevado
consumo de LZD, sino en todo el hospital a pesar del menor uso de este antimicrobiano.
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La deteccion precoz de bacterias resistentes es esencial para la rapida instauracion de tratamientos
antimicrobianos efectivos y la implementacion de medidas de control de la infeccion que eviten su
dispersion. Por esta razdn, en el ultimo apartado de la tesis se evaluaron dos métodos para la deteccion
precoz de bacterias resistentes en el HUCA. En el primer trabajo se evalud la capacidad del Sepsis Flow
Chip (SFC) para la identificacion y deteccion de determinantes de resistencia en bacilos Gram-negativos
obtenidos a partir de hemocultivos (HC) positivos, combinado con la identificacion mediante MALDI-
TOF tras subcultivo de cuatro horas. El SFC identifico correctamente el 94,4% de las bacterias presentes
en HC monomicrobianos y un 100% cuando se combindé con MALDI-TOF. Ademés, obtuvo una
concordancia del 98,8%, 98,9% y 99% para la deteccion de los genes blactx-wm, blaoxa-as 'y blaviv de
resistencia a cefalosporinas de espectro extendido y/o carbapenémicos. En un segundo trabajo se evalud
un nuevo algoritmo para la deteccion y confirmacion de Enterobacterales productoras de carbapenemasa
(EPC), basado en la realizacion de un ensayo de disco difusion con temocilina y ertapenem. El algoritmo
mostré un alto poder de discriminacion entre EPC y no-EPC con sensibilidad disminuida a
carbapenémicos.

RESUMEN (en Inglés)

Antimicrobial resistant bacteria are a serious threat to public health, mainly when they affect to last-resort
antimicrobials or display resistance phenotypes with few therapeutic alternatives. In this PhD thesis, we
have studied a selection of such bacteria which caused outbreaks or endemic situations in the last years in
two hospitals in northern Spain: Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA) and Hospital EI
Bierzo (HEB).

First, we evaluated the long-term effect of a package of infection control measures, aimed to eradicate
carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii (CRAB) isolates in the ICU of HUCA. The intervention,
implemented in 2016 and maintained to date (mainly based in deep cleaning), proved to be effective, as
no more ICU-outbreaks by CRAB have been detected to date. Moreover, a decrease in colistin (regarded
as last-resort antimicrobial) consumption was also observed. The molecular study of a selection of 49
CRAB isolates, obtained approximately one year after the intervention, demonstrated the presence of a
ST218 clone carrying the blaoxa-si-ike, blaoxa-23-ike (resistance to carbapenems) and armA (resistance to
aminoglycoside) genes in other HUCA wards. Thus, the results obtained showed the spread and
establishment of a CRAB clone in wards other than ICU. Thereby, the infection control measures
implemented in ICU must be extended to all wards to completely eradicate CRAB from the hospital.

The present work also studied 28 vancomycin-resistant Enterococcus faecium (VREfm) isolates
recovered from patients attended in 2018 at the HEB. These isolates were only susceptible to linezolid
(LZD) (100%) and susceptible-dose dependent to daptomycin (78.6%), positive for the vand gene and
belonged to the high-risk clonal complex (CC) 17. Due to this worrisome situation in the HEB regarding
VREfm isolates with limited therapeutic alternatives, a routine screening of transferable oxazolidinones-
resistance genes in enterococci with LZD MICs >4 mg/L, was implemented in 2018. The results obtained
show a low prevalence of these isolates (0.9%); however, three of the four detected were E. faecalis
optrA-positive, resistant to chloramphenicol, and belonged to three different clones [with sequence types
(ST) 7, 480 and 585]. Prompt detection of transferable oxazolidinones-resistance genes, such as optr4, is
crucial to avoid their spread, especially in healthcare areas with high VREfm prevalence.

Regarding the HUCA, a high prevalence of LZD-resistant Staphylococcus epidermidis (LRSE) were
detected during the 2011-2017 period, especially in the ICU, where its increase had a statistically
significant correlation with a high consumption of LZD. In wards other than ICU, LZD usage and LRSE
prevalence were lower, and no significant correlation was observed. The molecular characterization of the
first available LRSE isolates (44, recovered between June 2013 and June 2104) and of five isolates
causing ventriculitis (2013-2016), showed closely-related PFGE patterns, belonged to clone ST2 and
carried a G2576T mutation in the six copies of the rRNA 23S gene as the main LZD resistance
mechanism. These findings show the establishment of a LRSE clone during seven years in the HUCA,
not only in an ICU with high LZD consumption, but also in the whole hospital despite the lower LZD use
in other wards.

Prompt detection of resistant bacteria is crucial for rapid implementation of both, effective antimicrobials
treatments and infection control measures, in order to avoid their spread. Therefore, in the last section of
this thesis, two assays aimed to the rapid detection of resistant bacteria were evaluated. In the first work,
the Sepsis Flow Chip (SFC), alone and in combination with MALDI-TOF after four hours subculture,
was evaluated for the identification of Gram-negative bacilli and detection of resistance determinants,
directly from positive blood cultures (BCs). In the case of monomicrobial BCs, SFC alone correctly
identified 94.4% of the bacteria, reaching 100% when combined with MALDI-TOF. Moreover, 98.8%,
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98.9% and 99% concordance was obtained for detection of the blactx-m, blaoxa4s y blavim genes,
conferring resistance to cephalosporin and/or carbapenems. In the second work, a new algorithm for
screening and confirmation of carbapenemase-producing Enterobacterales (CPE), based on a temocillin
and ertapenem disc diffusion assay, was evaluated. The algorithm showed a high capacity to discriminate
between CPE and non-CPE with reduced susceptibility to carbapenems.
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Rodriguez-Lucas C, Fernandez J, Raya C, Bahamonde A, Quiroga A, Muiloz R, Rodicio MR.
Establishment and persistence of a vancomycin-resistant Enterococcus faecium ST80 clone within a
healthcare setting located in a low prevalence area.
(Pendiente de publicacion)

ACEPTACION: |

Acepto que las publicaciones anteriores formen parte de la tesis doctoral titulada

“Resistencia a antimicrobianos de ultima linea en bacterias procedentes de dos hospitales del
norte de Espana”

Y elaborada por D. Carlos Rodriguez Lucas

Ponferrada, a 09 de Diciembre de 2020
Firma
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ACEPTACION COAUTORES PRESENTACION TRABAJOS FORMANDO
PARTE DE TESIS DOCTORAL COMO COMPENDIO DE PUBLICACIONES

1.- Datos personales del coautor

Apellidos: Nombre:
BAHAMONDE CARRASCO ALBERTO
DNI/Pasaporte/NIE Teléfono Correo electrénico

(

2.- Publicaciones que formaran parte de la tesis y de las que es coautor

Rodriguez-Lucas C, Fernandez J, Raya C, Bahamonde A, Quiroga A, Muiloz R, Rodicio MR.
Establishment and persistence of a vancomycin-resistant Enterococcus faecium ST80 clone within a
healthcare setting located in a low prevalence area.

(Pendiente de publicacion)

ACEPTACION:

Acepto que las publicaciones anteriores formen parte de la tesis doctoral titulada

“Resistencia a antimicrobianos de ultima linea en bacterias procedentes de dos hospitales del
norte de Espana”

Y elaborada por D. Carlos Rodriguez Lucas

Ponferrada, a 9 de diciembre de 2020

Fdo: Alberto Bahamonde Carrasco
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ACEPTACION COAUTORES PRESENTACION TRABAJOS FORMANDO
PARTE DE TESIS DOCTORAL COMO COMPENDIO DE PUBLICACIONES

1.- Datos personales del coautor

Apellidos: Boga Riveiro Nombre: Jose Antonio

DNI/Pasaporte/NIE Teléfono Correo electrénico
j .

2.- Publicaciones que formaran parte de la tesis y de las que es coautor

Rodriguez-Lucas C, Fernandez J, Boga JA, Lopez-Amor L, Forcelledo L, Lazaro-Lopez E, Rodicio MR.
Nosocomial ventriculitis caused by meticillin- and linezolid-resistant clone of Staphylococcus
epidermidis in neurosurgical patients.

J Hosp Infect 2018;100(4):406-10.

Rodriguez-Lucas C, Rodicio MR, Costales I, Boga JA, Vazquez F, Fernandez J. Evaluation of Sepsis
Flow Chip for identification of Gram-negative bacilli and detection of antimicrobial resistance genes
directly from positive blood cultures.

Diagn Microbiol Infect Dis 2018; 91(3): 205-9.

ACEPTACION: |

Acepto que las publicaciones anteriores formen parte de la tesis doctoral titulada
“Resistencia a antimicrobianos de ultima linea en bacterias procedentes de dos hospitales del
norte de Espana”

Y elaborada por D. Carlos Rodriguez Lucas

En Oviedo, a 28 de Septiembre de 2020
Firma
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ACEPTACION COAUTORES PRESENTACION TRABAJOS FORMANDO
PARTE DE TESIS DOCTORAL COMO COMPENDIO DE PUBLICACIONES

1.- Datos personales del coautor

Apellidos: Quindés Fernandez Nombre: Brigida

DNI/Pasaporte/NIE Teléfono Correo electrénico
|

2.- Publicaciones que formaran parte de la tesis y de las que es coautor

Rodriguez-Lucas C, Rodicio MR, Vazquez X, Escudero D, Quindés B, Alaguero M, Fernandez J.
Extensively drug-resistant Acinetobacter baumannii carrying blaOXA-23-like and armA in a hospital
after an intervention in the intensive care unit which ended a long standing endemicity.
Eur J Clin Microbiol Infect Dis (In Press Accepted Manuscript)

ACEPTACION: |

Acepto que las publicaciones anteriores formen parte de la tesis doctoral titulada

“Resistencia a antimicrobianos de ultima linea en bacterias procedentes de dos hospitales del
norte de Espana”

Y elaborada por D. Carlos Rodriguez Lucas

En Oviedo, a 28 de Septiembre de 2020
Firma
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ACEPTACION COAUTORES PRESENTACION TRABAJOS FORMANDO
PARTE DE TESIS DOCTORAL COMO COMPENDIO DE PUBLICACIONES

1.- Datos personales del coautor
Apellidos: Raya Fernandez Nombre: Carmen
DNI/Pasaporte/NIE Teléfono Correo electrénico

2.- Publicaciones que formaran parte de la tesis y de las que es coautor

Rodriguez-Lucas C, Fernandez J, Raya C, Bahamonde A, Quiroga A, Muiloz R, Rodicio MR.
Establishment and persistence of a vancomycin-resistant Enterococcus faecium ST80 clone within a
healthcare setting located in a low prevalence area.
(Pendiente de publicacion)

ACEPTACION: |

Acepto que las publicaciones anteriores formen parte de la tesis doctoral titulada

“Resistencia a antimicrobianos de ultima linea en bacterias procedentes de dos hospitales del
norte de Espana”

Y elaborada por D. Carlos Rodriguez Lucas

Ponferrada, a 09 de Diciembre de 2020
Firma
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ACEPTACION COAUTORES PRESENTACION TRABAJOS FORMANDO
PARTE DE TESIS DOCTORAL COMO COMPENDIO DE PUBLICACIONES

1.- Datos personales del coautor

Apellidos: Escudero Augusto Nombre: Dolores

DNI/Pasaporte/NIE Teléfono ] Correo electrénico
( i . o 4 |

2.- Publicaciones que formaran parte de la tesis y de las que es coautor

Rodriguez-Lucas C, Rodicio MR, Vizquez X, Escudero D, Quindés B, Alaguero M, Fernindez .
Extensively drug-resistant Acinetobacter baumannii carrying blaoxa-azaike and armA in a hospital after an
intervention in the intensive care unit which ended a long standing endemicity.

Eur J Clin Microbiol Infect Dis (In Press Accepted Manuscript)

ACEPTACION: |

Acepto que las publicaciones anteriores formen parte de la tesis doctoral titulada
“Resistencia a antimicrobianos de Ultima linea en bacterias procedentes de dos hospitales del
norte de Espana”

Y elaborada por D. Carlos Rodriguez Lucas
Oviedo 7-X-20

Firma
Dolores Escudero
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ACEPTACION COAUTORES PRESENTACION TRABAJOS FORMANDO
PARTE DE TESIS DOCTORAL COMO COMPENDIO DE PUBLICACIONES

1.- Datos personales del coautor

Apellidos: Lazaro Lopez Nombre: Eva

DNI/Pasaporte/NIE Teléfono ‘ Correo electrénico

L

2.- Publicaciones que formaran parte de la tesis y de las que es coautor

Rodriguez-Lucas C, Fernandez J, Boga JA, Lopez-Amor L, Forcelledo L, Lazaro-Lopez E, Rodicio MR.
Nosocomial ventriculitis caused by meticillin- and linezolid-resistant clone of Staphylococcus
epidermidis in neurosurgical patients.

J Hosp Infect 2018;100(4):406-10.

ACEPTACION: |

Acepto que las publicaciones anteriores formen parte de la tesis doctoral titulada

“Resistencia a antimicrobianos de ultima linea en bacterias procedentes de dos hospitales del
norte de Espana”

Y elaborada por D. Carlos Rodriguez Lucas

La Felguera, a 29 de Septiembre de 2020
Firma
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ACEPTACION COAUTORES PRESENTACION TRABAJOS FORMANDO
PARTE DE TESIS DOCTORAL COMO COMPENDIO DE PUBLICACIONES

1.- Datos personales del coautor

Apellidos: Vazquez Valdés Nombre: Fernando

DNI/Pasaporte/NIE Teléfono Correo electronico

2.- Publicaciones que formaran parte de la tesis y de las que es coautor

Rodriguez-Lucas C, Rodicio MR, Costales I, Boga JA, Vazquez F, Fernandez J. Evaluation of Sepsis
Flow Chip for identification of Gram-negative bacilli and detection of antimicrobial resistance genes
directly from positive blood cultures.

Diagn Microbiol Infect Dis 2018; 91(3): 205-9.

ACEPTACION: |

Acepto que las publicaciones anteriores formen parte de la tesis doctoral titulada

“Resistencia a antimicrobianos de ultima linea en bacterias procedentes de dos hospitales del
norte de Espana”

Y elaborada por D. Carlos Rodriguez Lucas

Oviedo, 27 de septiembre de 2020
Firma
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ACEPTACION COAUTORES PRESENTACION TRABAJOS FORMANDO
PARTE DE TESIS DOCTORAL COMO COMPENDIO DE PUBLICACIONES

Apellidos: Fuster Foz Nombre: Carlos

DNI/Pasaporte/NIE Teléfono Correo electronico

4
) | |

Rodriguez-Lucas C, Fernandez J, Vazquez X, de Toro M, Ladero V, Fuster C, Rodicio R, Rodicio MR.
Clinical, microbiological and molecular characterization of polyclonal, optrd-positive isolates of
Enterococcus faecalis recovered from community patients. (Pendiente de publicacion)

Acepto que las publicaciones anteriores formen parte de la tesis doctoral titulada
“Resistencia a antimicrobianos de ultima linea en bacterias procedentes de dos hospitales del
norte de Espafa”

Y elaborada por D. Carlos Rodriguez Lucas

En Ponferrada, a 16 de Diciembre de 2020
Firma
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ACEPTACION COAUTORES PRESENTACION TRABAJOS FORMANDO
PARTE DE TESIS DOCTORAL COMO COMPENDIO DE PUBLICACIONES

1.- Datos personales del coautor

Apellidos: Costales Gonzalez Nombre: Isabel

DNI/Pasanorte/NIE Teléfono ] Correo electrénico
(

2.- Publicaciones que formaran parte de la tesis y de las que es coautor

Rodriguez-Lucas C, Rodicio MR, Costales I, Boga JA, Vazquez F, Fernandez J. Evaluation of Sepsis
Flow Chip for identification of Gram-negative bacilli and detection of antimicrobial resistance genes
directly from positive blood cultures.

Diagn Microbiol Infect Dis 2018; 91(3): 205-9.

ACEPTACION: |
Acepto que las publicaciones anteriores formen parte de la tesis doctoral titulada

“Resistencia a antimicrobianos de ultima linea en bacterias procedentes de dos hospitales del
norte de Espana”

Y elaborada por D. Carlos Rodriguez Lucas

Oviedo, 8 de Octubre de 2020

Firma
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ACEPTACION COAUTORES PRESENTACION TRABAJOS FORMANDO
PARTE DE TESIS DOCTORAL COMO COMPENDIO DE PUBLICACIONES

1.- Datos personales del coautor

Apellidos: Camara Mas Nombre: Jordi

DNI/Pasaporte/NIE Teléfono:! Correo electronico

1 cemtr e

2.- Publicaciones que formaran parte de la tesis y de las que es coautor

Rodriguez-Lucas C, Rodicio MR, Camara J, Dominguez MA, Alaguero M, Fernandez J. Long-term
endemic situation caused by a linezolid- and methicillin- resistant clone of Staphylococcus epidermidis in
a tertiary hospital.

J Hosp Infect 2020; 105(1):64-9.

ACEPTACION: |

Acepto que las publicaciones anteriores formen parte de la tesis doctoral titulada
“Resistencia a antimicrobianos de Ultima linea en bacterias procedentes de dos hospitales del
norte de Espana”

Y elaborada por D. Carlos Rodriguez Lucas

Firma
Barcelona, 16 de octubre de 2020
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ACEPTACION COAUTORES PRESENTACION TRABAJOS FORMANDO
PARTE DE TESIS DOCTORAL COMO COMPENDIO DE PUBLICACIONES

1.- Datos personales del coautor

Apellidos: Forcelledo Espina Nombre: Lorena

DNI/Pasaporte/NIE Teléfono Correo electrénico

2.- Publicaciones que formaran parte de la tesis y de las que es coautor

Rodriguez-Lucas C, Fernandez J, Boga JA, Lopez-Amor L, Forcelledo L, Lazaro-Lopez E, Rodicio MR.
Nosocomial ventriculitis caused by meticillin- and linezolid-resistant clone of Staphylococcus
epidermidis in neurosurgical patients.

J Hosp Infect 2018;100(4):406-10.

ACEPTACION: |
Acepto que las publicaciones anteriores formen parte de la tesis doctoral titulada

“Resistencia a antimicrobianos de ultima linea en bacterias procedentes de dos hospitales del
norte de Espana”

Y elaborada por D. Carlos Rodriguez Lucas

En Oviedo, a 30 de Septiembre de 2020
Firma
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ACEPTACION COAUTORES PRESENTACION TRABAJOS FORMANDO
PARTE DE TESIS DOCTORAL COMO COMPENDIO DE PUBLICACIONES

1.- Datos personales del coautor

Apellidos: Lépez Amor Nombre: Lucia

DNI/Pasaporte/NIE Teléfono | Correo electrénico

2.- Publicaciones que formaran parte de la tesis y de las que es coautor

Rodriguez-Lucas C, Fernandez J, Boga JA, Lopez-Amor L, Forcelledo L, Lazaro-Lopez E, Rodicio MR.
Nosocomial ventriculitis caused by meticillin- and linezolid-resistant clone of Staphylococcus
epidermidis in neurosurgical patients.

J Hosp Infect 2018;100(4):406-10.

ACEPTACION: |

Acepto que las publicaciones anteriores formen parte de la tesis doctoral titulada

“Resistencia a antimicrobianos de ultima linea en bacterias procedentes de dos hospitales del
norte de Espana”

Y elaborada por D. Carlos Rodriguez Lucas

Oviedo, 30 de Septiembre de 2020

Firma
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ACEPTACION COAUTORES PRESENTACION TRABAJOS FORMANDO
PARTE DE TESIS DOCTORAL COMO COMPENDIO DE PUBLICACIONES

1.- Datos personales del coautor

Apellidos: Dominguez Luzén Nombre: M. Angeles

DNI/Pasaporte/NIE Teléfono Correo electrénico

<

2.- Publicaciones que formaran parte de la tesis y de las que es coautor

Rodriguez-Lucas C, Rodicio MR, Camara J, Dominguez MA, Alaguero M, Fernandez J. Long-term
endemic situation caused by a linezolid- and methicillin- resistant clone of Staphylococcus epidermidis in
a tertiary hospital.

J Hosp Infect 2020; 105(1):64-9.

ACEPTACION: |
Acepto que las publicaciones anteriores formen parte de la tesis doctoral titulada

“Resistencia a antimicrobianos de ultima linea en bacterias procedentes de dos hospitales del
norte de Espana”

Y elaborada por D. Carlos Rodriguez Lucas

Hospitalet, 29 de Septiembre de 2020
Firma
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ACEPTACION COAUTORES PRESENTACION TRABAJOS FORMANDO
PARTE DE TESIS DOCTORAL COMO COMPENDIO DE PUBLICACIONES

1.- Datos personales del coautor
Apellidos: de Toro Hernando Nombre: Maria
DNI/Pasaporte/NIE Teléfono Correo electrénico

2.- Publicaciones que formaran parte de la tesis y de las que es coautor

Rodriguez-Lucas C, Fernandez J, Vazquez X, de Toro M, Ladero V, Fuster C, Rodicio R, Rodicio MR.
Clinical, microbiological and molecular characterization of polyclonal, optrd-positive isolates of
Enterococcus faecalis recovered from community patients. (Pendiente de publicacion)

ACEPTACION: |

Acepto que las publicaciones anteriores formen parte de la tesis doctoral titulada

“‘Resistencia a antimicrobianos de ultima linea en bacterias procedentes de dos hospitales del
norte de Espana”

Y elaborada por D. Carlos Rodriguez Lucas

En Logrofio, a 16 de Diciembre de 2020
Firma
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ACEPTACION COAUTORES PRESENTACION TRABAJOS FORMANDO
PARTE DE TESIS DOCTORAL COMO COMPENDIO DE PUBLICAC IONES

1.- Datos personales del coautor

Apellidos: Alaguero Calero Nombre: Miguel

DNI/Pasaporte/NIE Teléfono ] Correo electronico
- ]

2.- Publicaciones que formaran parte d e la tesis y de las que es coautor

Rodriguez-Lucas C, Rodicio MR, Camara J, DomingMdy, Alaguero M, Fernandez J. Long-term
endemic situation caused by a linezolid- and mélinicresistant clone oftaphylococcus epidermidisin
a tertiary hospital.

J Hosp Infect 2020; 105(1):64-9.

Rodriguez-Lucas C, Rodicio MR, Vazquez X, EscudBroQuindos B, Alaguero M, Fernandez| J.
Extensively drug-resistamicinetobacter baumannii carryingblagxa.2z.ike @ndarmA in a hospital after a
intervention in the intensive care unit which endddng standing endemicity.

Eur J Clin Microbiol Infect Dis (In Press Acceptiidnuscript)

>

ACEPTACION: |

Acepto que las publicaciones anteriores formen parte de la tesis doctoral titulada
“Resistencia a antimicrobianos de Ultima linea en bacterias procedentes de dos hospitales del
norte de Espafia”

Y elaborada por D. Carlos Rodriguez Lucas

Oviedo, a 5 de octubre de 2020
Firma
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ACEPTACION COAUTORES PRESENTACION TRABAJOS FORMANDO
PARTE DE TESIS DOCTORAL COMO COMPENDIO DE PUBLICACIONES

1.- Datos personales del coautor

Apellidos: Nombre:

Mufioz Otero Rosario

DNI/Pasaporte/NIE Teléfono Correo electrénico

2.- Publicaciones que formaran parte de la tesis y de las que es coautor

Rodriguez-Lucas C, Fernandez J, Raya C, Bahamonde A, Quiroga A, Muiloz R, Rodicio MR.
Establishment and persistence of a vancomycin-resistant Enterococcus faecium ST80 clone within a
healthcare setting located in a low prevalence area.

(Pendiente de publicacion)

ACEPTACION: |
Acepto que las publicaciones anteriores formen parte de la tesis doctoral titulada

“Resistencia a antimicrobianos de ultima linea en bacterias procedentes de dos hospitales del
norte de Espana”

Y elaborada por D. Carlos Rodriguez Lucas

Ponferrada, a 09 de Diciembre de 2020
Firma
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ACEPTACION COAUTORES PRESENTACION TRABAJOS FORMANDO
PARTE DE TESIS DOCTORAL COMO COMPENDIO DE PUBLICACIONES

1.- Datos personales del coautor

Apellidos: Rodicio Rodicio Nombre: Maria Rosaura

DNI/Pasaporte/NIE - , Teléfono Correo electronico

2.- Publicaciones que formaran parte de la tesis y de las que es coautor

Rodriguez-Lucas C, Fernandez J, Vazquez X, de Toro M, Ladero V, Fuster C, Rodicio R, Rodicio MR.
Clinical, microbiological and molecular characterization of polyclonal, optrd-positive isolates of
Enterococcus faecalis recovered from community patients, (Pendiente de publicacién)

ACEPTACION: : }

Acepto que las publicaciones anteriores formen parte de la tesis doctoral titulada
“Resistencia a antimicrobianos de Ultima linea en bacterias procedentes de dos hospitales del
norte de Espafia”

Y elaborada por D. Carlos Rodriguez Lucas

En Oviedo, a 16 de Diciembre de 2020
Firma
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ACEPTACION COAUTORES PRESENTACION TRABAJOS FORMANDO
PARTE DE TESIS DOCTORAL COMO COMPENDIO DE PUBLICACIONES

1.- Datos personales del coautor
Apellidos: Ladero Losada Nombre: Victor Manuel

DNI/Pasaporte/NIE Teléfono Correo electrénico
‘ (

2.- Publicaciones que formaran parte de la tesis y de las que es coautor

Rodriguez-Lucas C, Fernandez J, Vazquez X, de Toro M, Ladero V, Fuster C, Rodicio R, Rodicio MR.
Clinical, microbiological and molecular characterization of polyclonal, optrA-positive isolates of
Enterococcus faecalis recovered from community patients. (Pendiente de publicacion)

ACEPTACION: |

Acepto que las publicaciones anteriores formen parte de la tesis doctoral titulada

“Resistencia a antimicrobianos de ultima linea en bacterias procedentes de dos hospitales del
norte de Espana”

Y elaborada por D. Carlos Rodriguez Lucas

En Villaviciosa, a 16 de Diciembre de 2020
Firma
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ACEPTACION COAUTORES PRESENTACION TRABAJOS FORMANDO
PARTE DE TESIS DOCTORAL COMO COMPENDIO DE PUBLICACIONES

1.- Datos personales del coautor

Apellidos: Vazquez Sanchez Nombre: Xenia

DNI/Pasaporte/NIE Teléfono Correo electronico
_ - |

2.- Publicaciones que formaran parte de la tesis y de las que es coautor

Rodriguez-Lucas C, Rodicio MR, Vazquez X, Escudero D, Quindds B, Alaguero M, Fernandez J.
Extensively drug-resistant Acinetobacter baumannii carrying blaoxa-2s-ike and armA in a hospital after an
intervention in the intensive care unit which ended a long standing endemicity.

Eur J Clin Microbiol Infect Dis (In Press Accepted Manuscript)

Rodriguez-Lucas C, Fernandez J, Vazquez X, de Toro M, Ladero V, Fuster C, Rodicio R, Rodicio MR.
Clinical, microbiological and molecular characterization of polyclonal, optrA-positive isolates of
Enterococcus faecalis recovered from community patients. (Pendiente de publicacion)

ACEPTACION: |

Acepto que las publicaciones anteriores formen parte de la tesis doctoral titulada
“Resistencia a antimicrobianos de Ultima linea en bacterias procedentes de dos hospitales del
norte de Espana”

Y elaborada por D. Carlos Rodriguez Lucas

Oviedo,10 de octubre de 2020
Firmado: Xenia Vazquez Sanchez
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ACEPTACION COAUTORES PRESENTACION TRABAJOS FORMANDO
PARTE DE TESIS DOCTORAL COMO COMPENDIO DE PUBLICACIONES

1.- Datos personales del coautor

Apellidos: Rosete Nombre: Yaiza

DNI/Pasaporte/NIE Teléfono: Correo electrénico

2.- Publicaciones gue formaran parte de la tesis v de las que es coautor

Rodriguez-Lucas C, Rodicio MR, Rosete Y, Fernandez J. Prospective evaluation of an easy and reliable
work-flow for the screening of OXA-48-producing Klebsiella pneumoniae in endemic settings.
I Hosp Infect 2020; 105(4):659-62.

ACEPTACION: I

Acepto que las publicaciones anteriores formen parte de la tesis doctoral titulada
“Resistencia a antimicrobianos de Ultima linea en bacterias procedentes de dos hospitales del
norte de Espana”

Y elaborada por D. Carlos Rodriguez Lucas

Oviedo, a 29 de septiembre de 2020
Firma
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RENUNCIA COAUTORES PRESENTACION TRABAJOS FORMANDO
PARTE DE TESIS DOCTORAL

1.- Datos personales del coautor

Apellidos: Nombre:

Quiroga Fernandez Antonio

DNI/Pasaporte/NIE Teléfono Correo electrénico
.

2.- Tesis Doctoral

Titulo:

Resistencia a antimicrobianos de ultima linea en bacterias procedentes de dos hospitales del
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RESUMEN

ESPANOL

Las bacterias resistentes a antibioticos suponen una seria amenaza para la salud
publica, especialmente cuando afectan a antimicrobianos de ultima linea o
presentan fenotipos de resistencia con escasas alternativas terapéuticas. Durante
el desarrollo de esta tesis se estudid una seleccidén de bacterias, con una o ambas
caracteristicas, que causaron, en los ultimos afios, brotes o endemias en dos
hospitales del norte de Espafia: el Hospital Universitario Central de Asturias

(HUCA) y el Hospital El Bierzo (HEB).

En primer lugar se evaluo el efecto a largo plazo de un paquete de medidas de
control de la infeccion, instauradas para poner fin a una endemia de Acinetobacter
baumannii resistente a carbapenémicos (CRAB) en la UCI del HUCA. La
intervencion, implantada en 2016 y mantenida hasta la fecha (basada
principalmente en medidas exhaustivas de limpieza), ha sido efectiva. De hecho,
no se han producido nuevos brotes por CRAB en la UCI hasta la fecha,
descendiendo ademads el consumo de colistina, que es un antibidtico de ultimo
recurso. El estudio molecular de 49 CRAB obtenidos aproximadamente un afo
después de la implantacion de las medidas, demostré la presencia de un clon
ST218 portador de los genes blaoxasi-ike ¥ blaoxa-23-ike (resistencia a
carbapenémicos) y del gen transferible armA (resistencia a aminoglicdsidos) en
otras unidades del hospital. Estos resultados muestran la dispersion y
establecimiento de un clon de CRAB fuera de la UCI, por lo que las medidas de
control de la infeccion deberian extenderse al resto del hospital para conseguir la

erradicacion total de CRAB.

En el presente trabajo también se estudiaron 28 aislados de Enterococcus faecium
resistentes a vancomicina (VREfm) recuperados de pacientes atendidos en el HEB
en el afio 2018. Estos aislados fueron sensibles unicamente a linezolid (100%) y
sensibles dosis-dependiente a daptomicina (78,6%), positivos para el gen vanAd y
pertenecieron al complejo clonal (CC) 17 de alto riesgo. Debido a la alarmante
situacion del HEB en cuanto a VREfm con escasas alternativas terapéuticas, en el
afio 2018 se establecid un cribado de rutina para la deteccion precoz de genes
transferibles de resistencia a oxazolidinonas en enterococos con CMI >4 mg/L
para linezolid (LZD). Los resultados mostraron una baja prevalencia de estos

aislados (0,9%); sin embargo, tres de los cuatros aislados detectados fueron E.
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faecalis optrA positivos, resistentes a cloranfenicol y pertenecientes a tres clones
diferentes [con secuencias tipo (ST) 7, 480 y 585]. La deteccidon precoz de genes
transferibles de resistencia a oxazolidinonas, como op#rA, es esencial para evitar
su dispersion, especialmente en entornos sanitarios con alta prevalencia de

VREfm.

En el HUCA se observo una elevada prevalencia de resistencia a LZD en aislados
de Staphylococcus epidermidis (LRSE) del periodo 2011-2017, especialmente en
la UCI, donde su incremento mostré una relacion estadisticamente significativa
con el elevado consumo de LZD. En el resto de unidades del HUCA, con un
consumo considerablemente inferior de este antibidtico, no se encontro relacion
estadisticamente significativa y la prevalencia de aislados resistentes fue menor.
El estudio molecular de los primeros LRSE disponibles (44, recuperados entre
Junio 2013-Junio 2014), y de cinco aislados causantes de ventriculitis (2013-
2016), mostraron perfiles de PFGE estrechamente relacionados, pertenecieron al
clon ST2 y presentaron como principal mecanismo de resistencia a LZD la
mutacion G2576T en las seis copias del gen codificante del ARNr 23S. Los
resultados muestran el establecimiento de un clon de LRSE en el HUCA durante
un periodo de siete afios, no solo en una UCI con un elevado consumo de LZD,

sino en todo el hospital a pesar del menor uso de este antimicrobiano.

La deteccidn precoz de bacterias resistentes es esencial para la rapida instauracion
de tratamientos antimicrobianos efectivos y la implementacion de medidas de
control de la infeccion que eviten su dispersion. Por esta razon, en el Gltimo
apartado de la tesis se evaluaron dos métodos para la deteccion precoz de bacterias
resistentes en el HUCA. En el primer trabajo se evalud la capacidad del Sepsis
Flow Chip (SFC) para la identificacion y deteccion de determinantes de
resistencia en bacilos Gram-negativos obtenidos a partir de hemocultivos (HC)
positivos, combinado con la identificaciéon mediante MALDI-TOF tras subcultivo
de cuatro horas. El SFC identifico correctamente el 94,4% de las bacterias
presentes en HC monomicrobianos y un 100% cuando se combiné con MALDI-
TOF. Ademas, obtuvo una concordancia del 98,8%, 98,9% y 99% para la
deteccion de los genes blactx-m, blaoxa-asy blavim de resistencia a cefalosporinas
de espectro extendido y/o carbapenémicos. En un segundo trabajo se evalu6é un

nuevo algoritmo para la deteccion y confirmacion de Enterobacterales productores
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de carbapenemasa (EPC), basado en la realizacion de un ensayo de disco difusion
con temocilina y ertapenem. El algoritmo mostr6 un alto poder de discriminacion

entre EPC y no-EPC con sensibilidad disminuida a carbapenémicos.
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ENGLISH

Antimicrobial resistant bacteria are a serious threat to public health, mainly when they
affect to last-resort antimicrobials or display resistance phenotypes with few therapeutic
alternatives. In this PhD thesis, we have studied a selection of such bacteria which caused
outbreaks or endemic situations in the last years in two hospitals in northern Spain:

Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA) and Hospital El Bierzo (HEB).

First, we evaluated the long-term effect of a package of infection control measures, aimed
to eradicate carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii (CRAB) isolates in the ICU
of HUCA. The intervention, implemented in 2016 and maintained to date (mainly based
in deep cleaning), proved to be effective, as no more ICU-outbreaks by CRAB have been
detected to date. Moreover, a decrease in colistin (regarded as last-resort antimicrobial)
consumption was also observed. The molecular study of a selection of 49 CRAB isolates,
obtained approximately one year after the intervention, demonstrated the presence of a
ST218 clone carrying the blaoxa-si-ike, blaoxa-23-iike (resistance to carbapenems) and
armA (resistance to aminoglycoside) genes in other HUCA wards. Thus, the results
obtained showed the spread and establishment of a CRAB clone in wards other than ICU.
Thereby, the infection control measures implemented in ICU must be extended to all

wards to completely eradicate CRAB from the hospital.

The present work also studied 28 vancomycin-resistant Enterococcus faecium (VREfm)
isolates recovered from patients attended in 2018 at the HEB. These isolates were only
susceptible to linezolid (LZD) (100%) and susceptible-dose dependent to daptomycin
(78.6%), positive for the vanA gene and belonged to the high-risk clonal complex (CC)
17. Due to this worrisome situation in the HEB regarding VREfm isolates with limited
therapeutic alternatives, a routine screening of transferable oxazolidinones-resistance
genes in enterococci with LZD MICs >4 mg/L, was implemented in 2018. The results
obtained show a low prevalence of these isolates (0.9%); however, three of the four
detected were E. faecalis optrA-positive, resistant to chloramphenicol, and belonged to
three different clones [with sequence types (ST) 7, 480 and 585]. Prompt detection of
transferable oxazolidinones-resistance genes, such as optr4, is crucial to avoid their

spread, especially in healthcare areas with high VREfm prevalence.

Regarding the HUCA, a high prevalence of LZD-resistant Staphylococcus epidermidis
(LRSE) were detected during the 2011-2017 period, especially in the ICU, where its

increase had a statistically significant correlation with a high consumption of LZD. In
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wards other than ICU, LZD usage and LRSE prevalence were lower, and no significant
correlation was observed. The molecular characterization of the first available LRSE
isolates (44, recovered between June 2013 and June 2104) and of five isolates causing
ventriculitis (2013-2016), showed closely-related PFGE patterns, belonged to clone ST2
and carried a G2576T mutation in the six copies of the rRNA 23S gene as the main LZD
resistance mechanism. These findings show the establishment of a LRSE clone during
seven years in the HUCA, not only in an ICU with high LZD consumption, but also in

the whole hospital despite the lower LZD use in other wards.

Prompt detection of resistant bacteria is crucial for rapid implementation of both,
effective antimicrobials treatments and infection control measures, in order to avoid their
spread. Therefore, in the last section of this thesis, two assays aimed to the rapid detection
of resistant bacteria were evaluated. In the first work, the Sepsis Flow Chip (SFC), alone
and in combination with MALDI-TOF after four hours subculture, was evaluated for the
identification of Gram-negative bacilli and detection of resistance determinants, directly
from positive blood cultures (BCs). In the case of monomicrobial BCs, SFC alone
correctly identified 94.4% of the bacteria, reaching 100% when combined with MALDI-
TOF. Moreover, 98.8%, 98.9% and 99% concordance was obtained for detection of the
blactx-m, blaoxa-s y blavim genes, conferring resistance to cephalosporin and/or
carbapenems. In the second work, a new algorithm for screening and confirmation of
carbapenemase-producing Enterobacterales (CPE), based on a temocillin and ertapenem
disc diffusion assay, was evaluated. The algorithm showed a high capacity to discriminate

between CPE and non-CPE with reduced susceptibility to carbapenems.
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1.1. Contexto historico de los antimicrobianos y del problema de la resistencia: Del

magic bullet a 1a actualidad

A principios del siglo XX, el cientifico aleman Paul Ehrlich desarroll6 el concepto
de “toxicidad selectiva” (actividad selectiva de ciertos compuestos frente a
microorganismos, pero no frente a células del huésped), denominando a estos agentes
magic bullet, 1o que abriria las puertas a un nuevo abordaje farmacologico en el manejo
de las enfermedades infecciosas: la quimioterapia antiinfecciosa. En 1910, Ehrlich
sintetizd el primer agente quimioterapéutico (compuestos sintéticos con actividad
antibacteriana), el salvarsan un derivado arsenical que fue el primer tratamiento efectivo
de la sifilis (Gould, 2016). Pocos afios después, en 1932, Gerhard Domagk descubri6 la
actividad del rojo de prontosil en el tratamiento de las infecciones por estreptococo en
ratones de laboratorio y posteriormente en humanos. Tiempo después, se descubrid que
la actividad del prontosil se debia a uno de sus metabolitos, la p-aminobenzosulfonamida
(sulfanilamida), descubriéndose asi la actividad antibacteriana de las sulfamidas. La
ausencia de patente del prontosil (su metabolito activo, la sulfanilamida, habia sido
sintetizada previamente, en 1908, por el quimico Paul Gelmmo y era de dominio publico),
permitio su rapido uso a nivel mundial y el desarrollo de nuevas sulfamidas (Otten, 1986).

En 1928 Alexander Fleming descubrido de manera fortuita la penicilina, cuando
observo la accion bactericida de un hongo contaminante (Penicillum notatum) sobre unos
cultivos de Staphyloccocus aureus (Fleming, 1929). Sin embargo, el uso generalizado de
la penicilina no se produjo hasta 1945, como consecuencia de los métodos desarrollados
por Howard Florey y Ernst Chain en 1939 para su produccion y purificacion a gran escala
(Aminov, 2010).

El descubrimiento de los tres primeros antimicrobianos: el salvarsan, las
sulfamidas y la penicilina (primer antibidtico estrictamente hablando: compuestos con
actividad antibacteriana producidos de forma natural por microorganismos), constituyo
uno de los mayores avances de la medicina y supuso un antes y un después en el
tratamiento de enfermedades infecciosas. Tras este fulgurante inicio, comenzd la
denominada “época dorada” de los antimicrobianos, iniciandose en los siguientes 20 afios
una carrera por parte de la industria farmacéutica para obtener nuevas moléculas con
actividad antimicrobiana, preferentemente a partir de microorganismos Vvivos
(antibidticos) pero también derivados semisintéticos y sintéticos (quimioterapéuticos).

Esto condujo al descubrimiento de una gran cantidad de compuestos pertenecientes a
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diferentes familias (beta-lactdmicos, aminoglicosidos, tetraciclinas, macrolidos, etc.)
(Podolsky, 2018). La importante disminucion de la mortalidad y morbilidad,
especialmente la infantil, hizo creer que “la batalla” contra las enfermedades infecciosas
estaba ya ganada.

Sin embargo, el descubrimiento y la introduccidon de nuevos antimicrobianos en
la practica clinica se ha visto acompafiado de forma paralela a lo largo del tiempo, por la
aparicion y dispersion de bacterias capaces de sobrevivir a la accion de los mismos

(bacterias resistentes) (Figura I).

Figura I: Evolucion temporal del descubrimiento de nuevos antimicrobianos y la

aparicion de bacterias resistentes.
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MRSA: Methicillin-resistant Staphyloccocus aureus; EMAg: Enzimas modificantes de aminoglicosidos;
BLEE: Beta-lactamasas de espectro extendido; VRE: Vancomycin-resistant enterococci; VRSA:

Vancomycin-resistant S. aureus. Modificado de (Torres, 2012)

Por otro lado, el auge de la industria farmacéutica y el desarrollo de nuevas
moléculas con actividad antibacteriana sufri6 un severo frenazo tras la “época dorada”,
disminuyendo sustancialmente el descubrimiento de nuevas moléculas a partir de 1970.
Esta situacion puso fin al sobreestimado optimismo derivado de los grandes logros
acaecidos con el descubrimiento de moléculas que permitian curar infecciones en
pacientes que antes no contaban con un tratamiento efectivo. De hecho, desde el

descubrimiento del trimetoprim en 1968, hasta el descubrimiento del linezolid en el afio
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2000, no se introdujo ninguna nueva familia a la practica clinica y tan s6lo se incorporaron
derivados semisintéticos de las moléculas ya conocidas. Este hecho, junto con la continua
emergencia de bacterias resistentes, ha provocado que en la actualidad la resistencia
antimicrobiana suponga un grave problema de salud publica a nivel mundial. No es
infrecuente que en la practica clinica diaria nos encontremos pacientes con infecciones
producidas por bacterias resistentes a la practica totalidad de antimicrobianos disponibles,
existiendo muchas veces escasas alternativas terapéuticas, no siempre idoneas ni exentas
de importantes efectos toxicos. Asi la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) elabor6
en el afio 2017 una lista de bacterias resistentes a antimicrobianos con escasas alternativas
terapéuticas, para las cuales es prioritaria la investigacion y desarrollo de nuevas

moléculas efectivas (Tabla I) (WHO, 2017).

Tabla I: Lista de patogenos prioritarios de la OMS para la investigacion y desarrollo de

nuevos antimicrobianos.

Prioridad 1: Critica

Acinetobacter baumannii, resistente a carbapenémicos.

Pseudomonas aeruginosa, resistente a carbapenémicos.

Enterobacterales, resistente a carbapenémicos, resistente a cefalosporinas de 3* generacion.
Prioridad 2: Alta

Enterococcus faecium, resistente a vancomicina.

Staphyloccocus aureus, resistente a meticilina, resistente o con sensibilidad intermedia a vancomicina.
Helicobacter pylori, resistente a claritromicina.

Campylobacter spp., resistente a fluoroquinolonas.

Salmonella spp., resistente a fluoroquinolonas.

Neisseria gonorrhoeae, resistente a cefalosporinas de 3" generacion, resistente a fluoroquinolonas.
Prioridad 3: Media

Streptococcus pneumoniae, no sensible a penicilina.

Haemophylus influenzae, resistente a ampicilina.

Shigella spp., resistente a fluoroquinolonas.

Modificado de (WHO, 2017)

La situacion en la que nos encontramos actualmente, con bacterias
multirresistentes y escasas alternativas terapéuticas disponibles, hace ademas necesaria
la implementacion de Programas de Optimizacion del uso de los Antimicrobianos (PROA
o Stewardship en inglés) que promuevan un uso prudente de los mismos y preserven

aquellos considerados como tratamiento de ultima linea (last-resort) frente a los
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patogenos de prioridad critica y alta anteriormente mencionados. En relacion con esto, la
OMS clasifica a los antimicrobianos en tres grupos: Access, Watch y Reserve (AWaRe)
como criterio para que los equipos PROA prioricen sus acciones frente a los
antimicrobianos de los dos ultimos grupos (WHO, 2019). Los antimicrobianos del grupo
Watch deben usarse como primera o segunda opcion para el tratamiento empirico de
sindromes infecciosos especificos, mientras que los del grupo Reserve han de
considerarse la ultima opcidn para el tratamiento de sindromes infecciosos causados, o
con sospecha de ello, por bacterias multirresistentes cuando no exista otra alternativa

efectiva o segura (Tabla II) (WHO, 2019).

Tabla II: Antimicrobianos pertenecientes a la clasificacion Watch y Reserve de la

OMS.

Watch

Azitromicina Ciprofloxacino

Cefixima Claritromicina
Cefotaxima Meropenem

Ceftazidima Piperacilina + tazobactam
Ceftriaxona Vancomicina

Cefuroxima

Reserve

Ceftazidima + avibactam Meropenem + vaborbactam
Colistina Plazomicina

Fosfomicina (intravenosa) Polimixina B

Linezolid

Modificado de (WHO, 2019)

1.2. Resistencia bacteriana a los antimicrobianos: concepto, origen y tipos

1.2.1. Concepto v origen

La emergencia de bacterias resistentes a los antimicrobianos fue pronosticada ya
por los denominados padres de la quimioterapia y la antibioterapia, Ehrlich y Fleming,
respectivamente. Ambos advirtieron que el uso inadecuado de estos conllevaria a la
apariciéon y seleccion de bacterias resistentes. Dichas advertencias no tardaron en

confirmarse y en 1940, antes incluso del uso generalizado de la penicilina, ya se
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detectaron las primeras bacterias resistentes a la misma por la produccion de una enzima
penicilinasa (Abraham ef al., 1940).

Actualmente sabemos que los genes implicados en la resistencia a los
antimicrobianos son anteriores incluso al descubrimiento y uso terapéutico de los mismos
(Aminov, 2010; D’Costa et al., 2011). Respecto a su origen, durante mucho tiempo se ha
creido que se encontraba en los propios microorganismos productores de antibidticos, que
portaban dichos genes como mecanismo de defensa frente a las moléculas que ellos
mismos sintetizaban, los cuales podrian ser posteriormente transferidos a bacterias
patogenas (Martinez et al., 2002). Sin embargo, la presencia de multiples genes de
resistencia en bacterias ambientales no productoras de antibidticos y no sometidas a
presion antibidtica, junto con la similitud estructural de muchas moléculas
antimicrobianas con moléculas implicadas en el metabolismo bacteriano, han abierto
nuevas teorias sobre el origen de los genes de resistencia (Alonso et al., 2001).

De esta forma, en la actualidad nos referimos como resistoma antibidtico al
conjunto de todos los genes que contribuyen de manera directa o indirecta a la resistencia

a los antimicrobianos (Wright, 2010). Dentro del resistoma podemos diferenciar:

- Resistoma ambiental: Genes de resistencia de las bacterias ambientales,
productoras o no, de antibioticos.

- Resistoma clinico: Genes de resistencia de las bacterias patdgenas.

- Resistoma intrinseco: Genes de resistencia intrinsecos de forma natural en el
cromosoma de ciertos géneros o familias bacterianas.

- Protorresistencia: Genes housekeeping o genes que codifican proteinas
metabolicas, cuya funcidn principal no es generar mecanismos de resistencia a los
antimicrobianos, pero que pueden ser precursores de genes de resistencia a través

de procesos evolutivos de adaptacion.

El resistoma clinico ha sido ampliamente estudiado y documentado en la literatura
cientifica desde el descubrimiento de los antimicrobianos; sin embargo, la contribucion

del mismo al conjunto del resistoma es minima en comparacion al resto (Figura II).
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Figura II: Resistoma antibiotico y contribucioén de sus componentes.
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1.2.2. Tipos de resistencia

Las bacterias pueden utilizar diferentes mecanismos para conseguir que los
antimicrobianos no alcancen su diana terapéutica, o no lo hagan a la concentracion y
tiempo necesarios para inhibir su crecimiento o causar su muerte, consiguiendo por tanto
sobrevivir a la accion de los mismos. Los mecanismos bésicos por los que una bacteria

elude la accion de un antimicrobiano son los siguientes:

- Impedir que los antimicrobianos alcancen su diana terapéutica. Modificando la
pared celular o la membrana bacteriana, haciéndola menos permeable a la difusion
del antimicrobiano.

- Modificar o inactivar el antimicrobiano a través de enzimas bacterianas.

- Modificar la diana de accion del antimicrobiano impidiendo su interaccion o
disminuyendo su afinidad por el mismo.

- Expulsar el antimicrobiano al exterior de la bacteria, a través de mecanismos
como bombas de eflujo.

- Proteger la diana o el antimicrobiano evitando la interaccion entre ambos.

Ademas, en funcion de la naturaleza de estos mecanismos podemos clasificar la

resistencia bacteriana en intrinseca y adquirida:
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1.2.2.1.  Resistencia intrinseca: Es aquella que de forma inherente poseen un grupo,
género o especie bacteriana y es por tanto heredada y transmitida a la progenie de los

distintos miembros de dicho grupo.

1.2.2.2.  Resistencia adquirida: Es aquella no presente de forma natural y que sélo
es adquirida por ciertas bacterias a través de modificaciones genéticas que producen
alteraciones en la estructura o fisiologia de la bacteria. Estas modificaciones genéticas
han sido conseguidas por las bacterias a lo largo del tiempo mediante procesos evolutivos

de adaptacion, principalmente gracias a dos fendémenos:

o Mutaciones: La alta frecuencia de replicacion de las bacterias les confiere
una elevada tasa de mutacion. Dichas mutaciones pueden generar al azar un “error
util”, que confiera una ventaja selectiva frente al resto de la poblacién no mutada.
Asi, cuando una mutacion genera en la bacteria la capacidad de sobrevivir a la
accion de un antimicrobiano, ésta se vuelve resistente al mismo. Ademas, hoy
sabemos que los antimicrobianos son capaces de elevar la tasa de mutacion de las
bacterias, aumentando la posibilidad de adquisicion de resistencia y
posteriormente  seleccionar la poblacion resistente. La resistencia a
antimicrobianos por fendmenos mutacionales de genes intrinsecos solo se
transfiere de forma vertical, es decir de la cepa origen a su progenie (Torres,

2012).

o Adquisicion de material genético exdgeno: Las bacterias poseen
plataformas genéticas, como integrones, transposones y plasmidos, que son
sistemas altamente eficaces que les permiten adquirir y acumular genes exogenos
del ambiente o de otras bacterias cercanas, y su posterior movilizacion y

diseminacion a otras bacterias incluso de especies y géneros diferentes.

= [ntegrones: Son piezas genéticas compuestas al menos por tres
elementos (una integrasa, un lugar de recombinacion sitio-especifico y un
promotor) que permiten captar e integrar de forma consecutiva genes de
resistencia (casetes génicos) y expresarlos posteriormente generando

fenotipos de multirresistencia (Sabaté et al., 2002). En conjunto constituyen
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los sistemas integron/casetes génicas, siendo estas ultimas los elementos
moviles.

= Transposones: Elementos genéticos moviles que frecuentemente
contienen genes de resistencia. Codifican una transposasa que permite su
traslado a otro lugar del genoma de una bacteria, manteniéndose o no en el
sitio inicial (Normark et al., 2002).

= Plasmidos: Elementos genéticos extracromosomicos y
autorreplicativos, que contienen genes no esenciales para la bacteria pero que
pueden conferir una ventaja para adaptarse y sobrevivir en condiciones
ambientales adversas, como la presencia de antibidticos (genes de resistencia)

(Normark et al., 2002).

Los integrones estan frecuentemente incluidos en transposones y estos a
su vez en plasmidos (aunque también pueden localizarse en el cromosoma), lo que
genera una maquinaria genética con extraordinaria capacidad para adquirir y
acumular material genético exodgeno, en lo que se ha denominado “capitalismo
genético” (Baquero, 2004). Ademads, los transposones conjugativos y los
plasmidos pueden diseminarse entre bacterias muy diversas, mediante fendmenos
de transferencia horizontal, confiriéndoles un alto poder de dispersion. Por todas
estas razones cuando los genes de resistencia se albergan en estos elementos
genéticos representan una importante amenaza epidemiologica y clinica debida,

ademas, a los fenotipos de multirresistencia que frecuentemente expresan.

A continuacién, nos centraremos en los agentes antibacterianos y las resistencias

relevantes para esta Tesis Doctoral.

10



INTRODUCCION

1.3. Carbapenémicos: caracteristicas y resistencia

Los carbapenémicos o carbapenemas, pertenecen a la familia de los beta-
lactdmicos, unos de los antimicrobianos mas ampliamente utilizados en la practica clinica
por su amplio espectro de accion y su baja toxicidad. El primer representante de este
grupo fue la tienamicina, aislada a partir de Streptomyces catleya en 1976, molécula que
presentaba una gran actividad antibacteriana y amplio espectro de accion, pero que era
quimicamente inestable. Modificaciones de la misma dieron lugar al imipenem (N-
formimidoil tienamicina), que fue sintetizado en 1982 y que, formulado junto a la
cilastatina [inhibidor de la dehidropeptidasa I (DHP-I) que bloquea el metabolismo renal
del imipenem incrementando su concentracion sérica], fue el primer carbepenémico
incorporado en la practica clinica en el afio 1985 (Papp-Wallace et al., 2011).
Posteriormente fueron introducidos otros representantes de esta familia entre los que
destacan el meropenem (1994), el ertapenem (2001) y el doripenem (2008). Los
carbapenémicos se encuentran entre los beta-lactamicos con mayor espectro de accion,
por lo que son usados como antimicrobianos de ultima linea en el tratamiento de
infecciones graves producidas, o con sospecha de ello, por bacterias resistentes. Sin
embargo, la emergencia y dispersion de enterobacterias productoras de beta-lactamasas
de espectro extendido (BLEE) en la década de los 80, asi como de otras bacterias
multirresistentes, ha conllevado un uso més frecuente de dichas moléculas, lo que ha

favorecido la emergencia y dispersion de bacterias resistentes a los carbapenémicos.

1.3.1. Mecanismo de accidn v espectro antimicrobiano

Todos los antimicrobianos pertenecientes a la familia de los beta-lactamicos
presentan en comun un anillo beta-lactdmico que constituye el grupo farmacoforo de la
familia al que debe su nombre. Los beta-lactamicos son potentes bactericidas que inhiben
la formacion de la pared celular de bacterias en fase de crecimiento. El anillo beta-
lactdmico actha como un andlogo estructural del dipéptido terminal D-ala-D-ala,
inhibiendo las enzimas transpeptidasas, carboxipeptidasas, e indirectamente también las
transglicosidasas, implicadas todas ellas en la sintesis del peptidoglicano. Este conjunto
de enzimas recibe el nombre de proteinas de union a la penicilina o PBP (penicillin
binding proteins). Asi, el anillo beta-lactdmico actia como un analogo del sustrato de las

PBP uniéndose a ellas de forma covalente y con mayor afinidad que el dipéptido terminal,

11
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realizando una inhibicion “suicida” de estas enzimas y, por tanto, inhibiendo la sintesis
de la pared celular y deteniendo el crecimiento bacteriano (efecto bacteriostatico). En una
segunda fase, los beta-lactamicos producen una pérdida de acidos lipoteicoicos, que son
potentes inhibidores del sistema autolitico, lo que origina la liberacién de las mureina
hidrolasas y desemboca en la muerte celular (efecto bactericida) (Suérez et al., 2009;
Martinez et al., 2010).

La estructura quimica de los carbapenémicos esta formada por la condensacion
del anillo beta-lactamico con un anillo pirrolidinico de 5 miembros e insaturado. Este
segundo anillo posee en posicion 1 un atomo de carbono (carba), a diferencia del &tomo
de azufre del anillo tiazolidinico de las penicilinas, y un enlace no saturado entre 2 y 3 (-
em). Estos cambios confieren una gran estabilidad frente a la mayoria de beta-lactamasas.
Por ultimo, diferentes sustituciones en las posiciones 1 y 2 del anillo pirrolidinico dan

lugar a los diferentes carbapenémicos (Figura III) (Martinez et al., 2010).

Figura III: Estructura quimica de los principales carbapenémicos.
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Su espectro de accion es uno de los mas amplios de la familia de los beta-
lactdmicos comprendiendo bacterias Gram-positivas, Gram-negativas, incluso las
anaerobias, presentando actividad sobre cepas productoras de la mayoria de beta-
lactamasas. Entre las diferentes moléculas podemos encontrar pequefias diferencias
destacando que: 1) el imipenem y el doripenem presentan mayor actividad frente a
bacterias Gram-positivas; ii) el imipenem y el doripenem son mdas potentes que el

meropenem frente a Acinetobacter baumannii; iii) el ertapenem presenta un menor
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espectro de accidn, ya que no es activo frente a bacilos Gram-negativos no fermentadores

(BGNNF) (Papp-Wallace et al., 2011).

1.3.2. Mecanismos de resistencia y epidemiologia

La resistencia a carbapenémicos en bacterias Gram-negativas estd causada
principalmente por tres mecanismos: 1) alteracion de la permeabilidad de la membrana
externa, i1) mecanismos de expulsion activa del antimicrobiano e iii) inactivacion

enzimatica mediada por la produccion de beta-lactamasas (Eichenberger et al., 2019).

- Alteracion de la permeabilidad:

Para que los carbapenémicos puedan alcanzar su diana de accion (las PBP) en las
bacterias Gram-negativas, primero han de atravesar su membrana externa. Debido a su
pequefio tamafio molecular y su naturaleza hidroéfila, los carbapenémicos atraviesan la
membrana externa a través de las porinas. Por tanto, la pérdida o modificacion de ciertas
de estas porinas conlleva una disminucion de la permeabilidad de la membrana y la
resistencia, en mayor o menor medida, a los carbapenémicos. Algunos ejemplos de
porinas relacionadas con la resistencia a carbapenémicos son la OprD en Pseudomonas
aeruginosa, la CarO en Acinetobacter baumannii, la OmpK36 en Klebsiella pneumoniae
y Klebsiella oxytoca, la OmpC en Enterobacter aerogenes y la OmpF en E. aerogenes 'y

Enterobacter cloacae (Fernandez et al., 2012).

- Mecanismos de expulsion activa del antimicrobiano:

Las bacterias han desarrollado mecanismos dependientes de energia (ATP
principalmente) que les permiten prevenir la acumulacion de compuestos toxicos
mediante la expulsion de los mismos fuera de la célula. Estos sistemas de expulsion activa
estan involucrados también en la resistencia a antimicrobianos, pudiendo tener como
sustrato un antimicrobiano de forma especifica o afectar a varias familias de
antimicrobianos diferentes, generando fenotipos multirresistentes. Los tltimos estan
codificados mayoritariamente en el cromosoma, mientras que los sistemas especificos
estan codificados generalmente por genes localizados en pldsmidos. Estos mecanismos

de resistencia son especialmente importantes en bacilos Gram-negativos, destacando los
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BGNNF como P. aeruginosa'y A. baumannii donde pueden hacer sinergia con fenémenos

de disminucion de la permeabilidad (Fernandez et al., 2012).

- Inactivacion enzimatica:

Uno de los principales mecanismos de resistencia a los beta-lactamicos, el
principal en Enterobacterales, es el mediado por enzimas inactivadoras de los mismos
denominadas beta-lactamasas. Estas enzimas son capaces de hidrolizar el enlace amida
del anillo beta-lactamico, generando compuestos acilicos sin capacidad de union a las
PBP y, por tanto, sin actividad antimicrobiana. En las bacterias Gram-negativas, dichas
enzimas act@ian en el espacio peripldsmico. Se conocen cientos de beta-lactamasas
diferentes que afectan a diferentes sustratos y presentan diferente capacidad hidrolitica.
Aquellas beta-lactamasas con capacidad para hidrolizar carbapenémicos son
denominadas comunmente carbapenemasas, aunque en realidad muchas de ellas también
hidrolizan a la mayoria de los beta-lactdmicos. Las carbapenemasas pueden clasificarse
segln su estructura molecular en tres clases: beta-lactamasas de clase A, By D de la

clasificacion de Ambler (Tabla III).

Tabla III: Principales caracteristicas de las carbapenemasas mas frecuentes.

Clase Grupo )
o ] o Enzimas )
estructural de  Bush- Sitio activo Inhibidores ) Caracteristicas
representativas
Ambler Jacoby
Inhibidores de KPC
A 2f Serina
beta-lactamasas GES
GIM, IMP,
No hidrolizan
B 3 Zinc EDTA NDM, SIM,
monobactams
SPM, VIM
OXA-23 No hidrolizan
D 2d Serina NaCl (in vitro) OXA-48 cefalosporinas de
OXA-181 espectro extendido

Modificado de (Logan et al., 2017)
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La dispersion y prevalencia de las carbapenemasas difiere mucho dependiendo
del género y especie bacteriana, asi como de la situacion temporo-espacial. De especial
importancia es la vigilancia de carbapenemasas en miembros del orden Enterobacterales
(especialmente en K. pneumoniae), debido a su frecuente localizacion en elementos
moviles como plasmidos, lo que les confiere una gran capacidad de dispersion y la
frecuente co-expresion de otros mecanismos de resistencia como las BLEE, generando
fenotipos de multirresistencia. Otra bacteria preocupante es A. baumannii, donde la
expresion de carbapenemasas, junto con mecanismos de resistencia frente a diversos
antimicrobianos, genera con frecuencia fenotipos extremadamente resistentes (XDR:

extensively drug-resistant) con muy escasas, y a veces toxicas, alternativas terapéuticas.

1.3.3. Epidemiologia de las carbapenemasas en Acinetobacter baumannii:

A. baumannii es un patdgeno oportunista caracterizado por expresar con
frecuencia fenotipos de multirresistencia. Este hecho es en parte debido a fenomenos de
resistencia intrinseca asociados a un menor nimero de porinas y expresion constitutiva
de sistemas de expulsion activa. Ademas, posee una gran capacidad para adquirir
elementos genéticos como plasmidos, transposones o integrones, que contienen
determinantes de resistencia (Zarrilli et al., 2013). Segun el ECDC (European Centre for
Disease Prevention and Control), en el afio 2018, un 28,8% de los aislados invasivos de
A. baumannii en la UE presentaban resistencia combinada frente a las fluorquinolonas,
los aminoglicosidos y los carbapenémicos (ECDC, 2019). Durante mucho tiempo el
tratamiento de primera linea frente a cepas multirresistentes (MDR: multidrug resistant)
de A. baumannii fueron los carbapenémicos; sin embargo, en las ultimas décadas el
porcentaje de cepas resistentes a estas moléculas se ha visto incrementado (Dijkshoorn et
al., 2007). En un estudio multicéntrico, realizado en el afio 2010 en 38 hospitales
espanoles, que incluia 143 cepas de 4. baumannii, el 82,7% de las mismas presentaba
resistencia a imipenem (Villar ef al., 2014). Segtin datos del afio 2018, el porcentaje de
resistencia a carbapenémicos en aislados invasivos en Espafia es del 49,4% (ECDC, 2019)

(Figura 1IV).
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Figura IV: Porcentaje de resistencia a carbapenémicos en aislados invasivos de

Acinetobacter baumannii por pais en la Union Europea, afio 2018.
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El principal mecanismo de resistencia a carbapenémicos en A. baumannii es la
produccion de carbapenemasas. Se han descrito cepas portadoras de beta-lactamasas de
clase A, B y D de la clasificaciéon de Ambler en todo el mundo, aunque las mas frecuentes
son las carbapenemasas de clase D u oxacilinasas. Dentro de la clase A se han encontrado
cepas productoras de KPC-2, -3, -4 y -10 en Puerto Rico, y de enzimas tipo GES, como
la GES-14 y la GES-11 en Francia y en Turquia, respectivamente. Por otro lado, en esta
especie se han descrito 4 tipos diferentes de beta-lactamasas de clase B o metalo-beta-
lactamasas (MLB): IMP, NDM, SIM y VIM. Las primeras cepas de A. baumannii
productoras de MLB, en concreto de IMP-2, fueron aisladas en el afio 2000 en Italia y
desde entonces se han descrito, a nivel mundial, otras 7 variantes del gen: IMP-1, -4, -5,
-6, -8, -11 y -19. De forma esporadica y con origen en diferentes paises se han detectado
cepas productoras de VIM-1, -2, -3, -4 y -11, mientras que de forma aislada, en Corea del
Sur, han aparecido cepas productoras de SIM-1. Las primeras cepas de 4. baumannii
productoras de enzimas NDM fueron descritas en el afio 2010 en la India y a partir de

entonces han sido encontradas en todo el mundo, principalmente las productoras de la
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variante NDM-1 pero también de la NDM-2 (Poirel ef al., 2006; Dijkshoorn et al., 2007,
Robledo et al., 2010; Djahmi et al., 2014).

No obstante, como se coment6 previamente, las carbapenemasas mas prevalentes
en A. baumannii son las beta-lactamasas de clase D u oxacilinasas (OXA). Dentro de
estas enzimas, aquellas capaces de hidrolizar carbapenémicos son denominadas CHDL
(carbapenem-hidrolyzing class D beta-lactamase) (Poirel et al., 2010). Se conocen mas
de 150 variantes de enzimas OXA y aquellas con capacidad carbapenemasa (CHDL) se
agrupan en mas de diez subgrupos diferentes, basandose en la comparacion de las

secuencias de aminoacidos (Tabla IV) (Queenan et al., 2007; Higgins et al., 2009).

Tabla IV: Principales subgrupos de carbapenemasas de la familia OXA.

Subgrupo Subfamilia Principales enzimas OXA
1 OXA-23-like OXA-23, 0XA-27, OXA-49
2 OXA-24/40-like ~ OXA-24, OXA-25, OXA-26, O0XA-40, OXA-72

OXA-51, OXA-64 a OXA-71, OXA-75 a OXA-78, OXA-83, OXA-

3 OXA-51-like
84, OXA-86 A OXA-89, OXA-91, OXA-92, OXA-94, OXA-95
4 OXA-58-like OXA-58, 0XA-96, OXA-97
5 OXA-55-like OXA-55, OXA-SHE
6 OXA-48-like OXA-48, 0XA-54, OXA-SAR2
7 OXA-50-like OXA-50a a OXA-50d, PoxB
8 OXA-60-like OXA-60a a OXA-60d
9 OXA-62-like OXA-62
10 OXA-143-like ~ OXA-143

Modificado de (Queenan et al., 2007; Higgins et al., 2009; Poirel et al., 2010)
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En A. baumannii se han descrito CHDL pertenecientes a 5 subgrupos: OXA-23-
like, OXA-24/40-like, OXA-51-like, OXA-58-like y OXA-143-like.

- OXA-51-like: Es el subgrupo mas grande habiéndose detectado mas de 45
variantes. El gen blaoxa-s1-iike S€ encuentra de forma natural en el cromosoma de todas las
cepas de A. baumannii'y, en condiciones normales, presenta una actividad carbapenemasa
débil. Sin embargo, la insercion de la secuencia de insercion ISAbal en el promotor del
gen blaoxa-siike puede producir una sobreexpresion de la enzima, incrementado la
capacidad hidrolitica sobre los carbapenémicos y generando asi resistencia (Poirel et al.,

2006).

- OXA-23-like: La enzima OXA-23, inicialmente llamada ARI-1 (Acinetobacter
resistant to imipenem), fue la primera oxacilinasa con capacidad de hidrolizar
carbapenémicos aislada en 4. baumannii, en el afio 1985 en Escocia. El subgrupo abarca
también las enzimas OXA-27 y OXA-49, y los genes que las codifican se han encontrado
principalmente en plasmidos. La enzima OXA-23 es la carbapenemasas mas ampliamente

diseminada en A. baumannii a lo largo de todo el mundo (Poirel ef al., 2006).

- OXA-24/40-like: Este subgrupo estd formado por las enzimas OXA-24, -25, -26,
-40 y -72. Las OXA-24 y -25 fueron descritas por primera vez en Espafia y la OXA-26
en Bélgica. Durante décadas las enzimas OXA-24 y OXA-40 fueron altamente
prevalentes en cepas multirresitentes de A. baumannii en varios paises de la cuenca

mediterranea, especialmente en la peninsula ibérica (Poirel et al., 2006; Grosso et al.,

2011).

- OXA-58-like: La OXA-58 fue descrita por primera vez en un aislado de A.
baumannii multirresistente encontrado en Francia y desde entonces ha aparecido a lo
largo de todo el mundo, a menudo asociada a brotes hospitalarios. Recientemente se han
descrito dos nuevas variantes dentro de este grupo, la OXA-96 y la OXA-97, que fueron

detectadas en cepas de A. baumannii en Singapur y Tunez, respectivamente (Poirel et al.,

2006, 2010).

- OXA-143-like: En el afio 2009 se identific6 una nueva CHDL denominada OXA-
143, producida por una cepa de A. baumannii aislada en el afio 2004 en Brasil, y que dio

lugar a un nuevo subgrupo dentro de las CHDL (Higgins et al., 2009).
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1.4. Glicopéptidos: caracteristicas y resistencia

Los glicopéptidos son una familia de antimicrobianos compuesta principalmente
por la vancomicina y la teicoplanina, producidos por Streptomyces orientalis y
Actynoplanes teichomycetus, respectivamente. La vancomicina fue descubierta en el afio
1952, y aprobada por la U. S. Food and Drug Administration (FDA) en el afio 1958 para
el tratamiento de las infecciones causadas por S. aureus resistente a la penicilina. Sin
embargo, su elevada toxicidad (principalmente Otica y renal) y la aprobacion en ese
mismo afio de la meticilina (primera penicilina resistente a penicilinasas), relegd su uso
a pacientes alérgicos a beta-lactdmicos. A comienzos de los 80 la confluencia de varios
eventos provoco que el uso clinico de la vancomicina se incrementase mas de 100 veces
con respecto a las dos décadas anteriores (Kirst et al., 1998). El primero de ellos fue la
eficacia que mostr6 la vancomicina para el tratamiento de la enterocolitis
psudomembranosa, causada por Clostridium difficile. El segundo, fue la dispersion a
nivel mundial de cepas de S. aureus resistente a meticilina (MRSA: Methicillin-resistant
S. aureus) y el incremento de cepas de Streptococcus pneumoniae resistente a penicilina.
La efectividad mostrada por la vancomicina para el tratamiento de estos patdogenos ha
supuesto que, desde la década de los 80 hasta la fecha, siga siendo el tratamiento de
primera eleccidn en la infeccion por C. difficile, uno de los farmacos de eleccion en la
infeccion invasiva por MRSA y el tratamiento empirico de la meningitis neumocoécica
(junto a una cefalosporina de 3* generacion, hasta conocer la sensibilidad del patogeno a
los beta-lactamicos) (Levine, 2006).

Recientemente se han incorporado nuevos derivados glicopéptidos semisintéticos
a la préctica clinica, como la dalbavancina, oritavancina y telavancina (Figura V). Todos
ellos son lipoglicopéptidos y se caracterizan principalmente por poseer una mayor vida
media que permite mayores intervalos de tiempo entre dosificaciones. Ademas, la
oritavancina es activa frente a algunas cepas de enterococo resistente a vancomicina

(VRE: Vancomycin-resistant enterococci) (Binda et al., 2014).
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Figura V: Estructura quimica de los glicopéptidos naturales y semisintéticos.
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1.4.1. Mecanismo de accidn v espectro antimicrobiano

Los glicopéptidos actian inhibiendo la sintesis de la pared celular bacteriana,
impidiendo la polimerizacion del peptidoglicano. La diana de accion de los glicopéptidos
es la D-alanil-D-alanina (D-ala-D-ala) terminal del N-acetil-muramil-pentapéptido. El
complejo formado por la union de la vancomicina a la terminacion D-ala-D-ala provoca
un impedimento estérico para las reacciones de transglicosidacion y transpeptidacion que
son necesarias para conferir rigidez al peptidoglicano (Moellering, 1998).

Los glicopéptidos son bactericidas frente a bacterias Gram-positivas en fase de
crecimiento, mientras que las bacterias Gram-negativas son intrinsecamente resistentes.
Esto se debe a que los glicopéptidos son moléculas de elevado tamafio, que no pueden
difundir a través de su membrana externa y que por tanto no alcanzan la diana terapéutica.

Los glicopéptidos son antimicrobianos de ultima linea para el tratamiento de
infecciones graves por bacterias Gram-positivas como el MRSA, el Enterococcus

faecium y el C. difficile.
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1.4.2. Mecanismos de resistencia y epidemiologia en enterococos

El principal mecanismo de resistencia a glicopéptidos en enterococos es la
alteracion de su diana de accion, la terminacion D-ala-D-ala del pentapéptido precursor
de la sintesis de la pared celular bacteriana. La eliminacion de esta terminacion y su
sustitucion por otras con menor afinidad por los glucopéptidos, como la D-alanil-D-
lactato (D-ala-D-lac) y la D-alanil-D-serina (D-ala-D-ser), producen diferentes fenotipos
de resistencia. Estas modificaciones estructurales estan codificadas por diferentes genes
del operon van. Hasta la fecha se conocen ocho: vanA, vanB, vanD, vanE, vanG, vanL,
vanM y vanN, ademas de vanC presente de forma intrinseca en las especies de

Enterococcus gallinarum 'y Enterococcus casseliflavus (Tabla V).

Tabla V: Tipos de resistencia a glicopéptidos en enterococos.

Resistencia adquirida R.e51’sten01a
intrinseca
Alto nivel Variable Moderado Bajo nivel Bajo nivel
vand  vanM vanB vanD vanE  vanG vanlL vanN vanC
Vancomicina R R r-R R r r r r r
Teicoplanina R R S r-R S S S S S
Transferible Si Si Si No No Si No Si No
Terminacion
del D-ala-D-lac D-ala-D-ser

pentapéptido

R: resistencia de alto nivel (CMI > 16 mg/L); r: resistencia de bajo nivel (CMI= 8-16 mg/L); S:
sensible. Modificado de (Cattoir et al., 2013)

La resistencia a vancomicina en enterococos afecta principalmente a la especie E.
faecium y es debida mayoritariamente a los genes vanAd y vanB (Cattoir et al., 2013).
Ademas, ambos genes junto con otros del operon van, tienen la capacidad de transferirse
entre bacterias de la misma o diferente especie, a través de elementos genéticos
potencialmente méviles como plasmidos, transposones y sistemas de integrones/casetes
génicos.

Los primeros aislados de VRE fueron descritos en E. faecium del Reino Unido y
Francia a finales de la década de 1980 (Leclercq et al., 1988; Uttley ef al., 1989). Desde
entonces los VRE se encontraron en todo el mundo, siendo especialmente prevalentes en

Estados Unidos (EEUU) desde el afio 1990 y mostrando una tendencia al alza en la Unién
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Europea (UE) desde el afio 2000 (Torres ef al., 2018). Sin embargo, existen importantes
diferencias en cuanto a su origen y a su epidemiologia. En EEUU los primeros VRE
fueron obtenidos de muestras clinicas procedentes de pacientes con infecciones
nosocomiales, hospitalizados principalmente en unidades de cuidados intensivos (UCI).
La emergencia de estas cepas fue relacionada con el importante uso de antimicrobianos
como la vancomicina, las cefalosporinas de tercera generacion o el metronidazol en estas
unidades. Por el contrario, en la UE los primeros aislados se obtuvieron de muestras
procedentes de personas asintomaticas, pacientes con infecciones comunitarias, animales
de produccion, productos alimentarios y muestras ambientales. La emergencia de estas
cepas a partir de 1990 en la UE se relacion6 con el uso de la avoparcina, glicopéptido
usado en la UE (nunca fue usado en EEUU) desde 1970 hasta 1997 como promotor del
crecimiento en animales (Moellering, 1998; Torres et al., 2018). En la actualidad, mas
del 80% de las cepas y el 60% de los aislados invasivos (bacteriemias), de E. faecium en
EEUU son resistentes a vancomicina (Wisplinghoff et al., 2004; Weiner-Lastinger et al.,
2019). En la UE el porcentaje medio de resistencia a vancomicina en cepas invasivas de
E. faecium fue del 18,3% en el afio 2019, lo que muestra un preocupante incremento
comparado con el 10,5% del afio 2015. Ademas, existe una alta variabilidad en funcion

del pais, con porcentajes entre el 0,0 y el 50,0% (Figura VI) (ECDC, 2020).

Figura VI: Porcentaje de resistencia a vancomicina en aislados invasivos de Enterococcus

faecium por pais en la Unidén Europea, ao 2019.
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1.4.3. Mecanismos de resistencia y epidemiologia en estafilococos

Laresistencia a vancomicina en estafilococos fue inducida in vitro en laboratorios,
incluso antes del uso clinico de dicho antimicrobiano. Sin embargo, la dificultad para
desarrollarla hizo pensar que este fendmeno no se produciria en la practica clinica, y asi
fue durante los primeros 20 afios de uso. Fue en 1979 cuando se detectaron las primeras
cepas de estafilococos coagulasa-negativa (ECN) resistentes a la vancomicina, aunque la
verdadera preocupacion surgié en 1996, cuando se detectod la primera cepa de S. aureus
resistente a este antibidtico (Srinivasan et al., 2002). Dentro de S. aureus podemos
distinguir diferentes fenotipos de resistencia en funcion de las CMI que presenten frente
a la vancomicina, segun los puntos de corte establecidos por el Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI). Asi, existen cepas de S. aureus resistentes a la vancomicina
(VRSA: vancomycin-resistant S. aureus) que presentan CMI > 16 mg/L; cepas con
sensibilidad intermedia (VISA: vancomycin-intermediate S. aureus) con CMI
comprendidas entre 4 y 8 mg/L; y cepas heterorresistentes (hVISA: heterogeneous
VISA), es decir cepas sensibles a vancomicina (CMI < 2 mg/L) pero que contienen
subpoblaciones minoritarias (< 10° a 10°) con CMI entre 4 y 8 mg/L (CLSI, 2019). Sin
embargo, el European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
solo distingue cepas sensibles (CMI < 2 mg/L) y cepas resistentes (CMI > 2 mg/L) a la
vancomicina (EUCAST, 2019).

El mecanismo de resistencia a la vancomicina en cepas de VRSA se debe a la
adquisicion del operon vanA localizado en el transposon Tn/546 y donado por un
plasmido conjugativo procedente de una cepa VRE. La posterior sustitucion de la D-ala-
D-ala terminal del pentapéptido por D-ala-D-lac, con menor afinidad por la vancomicina
produciria el incremento de las CMI, como se comento6 previamente. Las bases genéticas
de los fenotipos hVISA/VISA, por el contrario, no estan tan definidas, aunque parece
claro que estan desencadenados por la acumulacion de multiples mutaciones en sistemas
reguladores. De especial importancia son las mutaciones en los genes reguladores graSR,
vraSR y walkKR que controlan la expresion de mas de 100 genes involucrados en la
sintesis de la pared celular, procesos celulares y metabolismo. Las cepas que presentan
estos fenotipos muestran una pared celular engrosada que dificulta la difusion de la

molécula de vancomicina hacia su diana de accion, incrementandose por tanto su CMI,
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ademas de una actividad autolitica y virulencia disminuida (Howden et al., 2010; Cong
et al.,2020).

Las primeras cepas de S. aureus con sensibilidad disminuida a la vancomicina
(VISA y hVISA) fueron descritas en el afio 1996 en Japon. Posteriormente, estas cepas
han sido descritas con una prevalencia muy variable a lo largo de todo el mundo,
principalmente en cepas resistentes a meticilina (MRSA) pero también en cepas sensibles
(MSSA: Methicillin-susceptible S.aureus). Aunque las cepas VISA son infrecuentes, la
prevalencia de cepas que presentan fenomenos de heterorresistencia podria ser mayor,
especialmente en cepas que presentan CMI de 2 mg/L frente a la vancomicina (Howden
etal.,2010). Sin embargo, la verdadera prevalencia de estas cepas es desconocida, debido
principalmente a la falta de un consenso general para definir las cepas como
heterorresistentes y a la dificultad para su deteccion mediante métodos convencionales.
Las primeras cepas de VRSA fueron descritas en EEUU, concretamente en Michigan y
Pensilvania en el afio 2002, y hasta la fecha se han publicado tan s6lo 52 casos, incluyendo
14 en EEUU, 16 en la India, 11 en Iran, 9 en Pakistan, 1 en Brasil y 1 en Portugal (Cong
etal.,2020). Las cepas VISA y sus precursoras hVISA se han relacionado con infecciones
persistentes, fracaso de tratamiento con vancomicina y peor prondstico clinico. Sin
embargo, a dia de hoy, la contribucion de estas cepas al peor prondstico sigue siendo
objeto de debate, puesto que muchas de ellas fueron descritas en pacientes que recibieron
terapias prolongadas con vancomicina y presentaban material ortoprotésico, focos no
drenados o infecciones complicadas (endocarditis infecciosa); situaciones todas ellas que
aumentan la probabilidad de fracaso de tratamiento (Cercenado, 2000). De cualquier
modo, el aislamiento de cepas de S. aureus con CMI elevadas a vancomicina (> 1,5 mg/L)
durante el tratamiento con este antibiotico en infecciones complicadas o la bacteriemia
persistente deben de hacernos sospechar la presencia de estos fenotipos de resistencia

(hVISA/VISA) (Cercenado, 2000).
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1.5. Oxazolidinonas: caracteristicas y resistencia

Las oxazolidinonas son una familia de antimicrobianos sintéticos compuesta hasta
la fecha por el linezolid y el tedizolid. Las propiedades antimicrobianas de las
oxazolidinonas fueron descubiertas en la década de los 80 por la farmacéutica DuPont,
pero no fue hasta los afios 90 cuando tras una reevaluacion de la familia por la compaiia
Pharmacia, se sintetizO una molécula cuyas propiedades antibacterianas,
farmacocinéticas y su perfil de toxicidad permitirian su uso en medicina humana, el
linezolid. La FDA aprobd en el ano 2000 este farmaco, lo que supuso la introduccion de
una nueva familia de antimicrobianos, después de 32 afios (Bialvaei et al., 2017). Tal y
como se comentd previamente, la expansion del MRSA en los afos 80 conllevd un
importante incremento del uso de la vancomicina, que fue uno de los principales factores
que contribuyeron a la dispersion en la década de los 90 de los VRE en EEUU. Por otro
lado, la descripcion de las primeras cepas VISA en Japén y EEUU causaron una gran
preocupacion en ese momento. En este contexto, la introduccion en la practica clinica de
una nueva alternativa terapéutica frente a bacterias Gram-positivas multirresistentes
supuso un gran alivio. En el afio 2014 se aprobd la siguiente oxazolidinona actualmente
disponible, el tedizolid, que muestra un perfil terapéutico muy similar al linezolid, con
algunas ventajas frente al mismo como un mejor perfil de seguridad y una mayor potencia
antibacteriana que permite su administracion en una sola dosis diaria y duraciones de

tratamiento menores (Burdette et al., 2015).

Figura VII: Estructura quimica de las oxazolidinonas.
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1.5.1. Mecanismo de accidn v espectro antimicrobiano

Las oxazolidinonas actuan inhibiendo la sintesis de proteinas evitando la
formacion del complejo de iniciacion en el que participan las subunidades 50S y 30S del
ARN ribosémico (ARNr), el ARN de transferencia (ARNt), el ARN mensajero (ARNm)
y los factores de iniciacion. En concreto estos antimicrobianos se unen al sitio A del
centro peptidil transferasa (CPT) de la subunidad 50S del ribosoma bacteriano,
provocando un cambio conformacional que impide la entrada del ARNt y, por tanto, la
formacion del complejo de iniciacion y la sintesis proteica (Long et al., 2012). El
mecanismo de accion de esta familia de antimicrobianos fue considerado “Unico” por
inhibir la sintesis proteica en la fase de iniciacion, a diferencia de otros inhibidores como
el cloranfenicol, los macroélidos, las lincosamidas o las tetraciclinas que lo hacen en una
fase posterior, la elongacion. Este mecanismo de inhibicion temprano confiere ciertas
propiedades a las oxazolidinonas, como la efectividad que muestran inhibiendo la sintesis
de factores de virulencia de estafilococos y estreptococos (p.€j. la coagulasa, la exotoxina
pirdgena estreptococica, la hemolisina, la proteina A o la leucocidina de Panton-
Valentine) lo cual resulta especialmente util en el tratamiento, por ejemplo, de las fascitis
necrotizantes producidas por cepas virulentas de S. aureus o Streptococcus pyogenes.
Ademas, el hecho de tener una diana de accién ‘“Unica y diferente” al resto de
antimicrobianos, y ser moléculas totalmente sintéticas, llevd a pensar que no se verian
afectadas por metilasas modificantes del ARNr 23S, como otros inhibidores de la sintesis
de proteinas, y que no existirian mecanismos de resistencia natural (Livermore, 2003).
Sin embargo, actualmente sabemos que otros inhibidores de la sintesis de proteinas como
el cloranfenicol, la clindamicina y las estreptogramineas del grupo A poseen sitios de
union superpuestos, pero no idénticos, al de unidon de las oxazolidinonas en el sitio A del
CPT. Los nucleotidos del CPT, aunque altamente conservados, se adaptan a la unién de
los antimicrobianos mediante ligeros cambios en sus posiciones relativas. De esta forma,
las diferencias en el modo de accidén de dichas moléculas parecen radicar mas que en un
lugar de union diferente en el ribosoma, en su afinidad por el sitio y las constantes de
velocidad de asociacion y disociacion (Long et al., 2012).

Las oxazolidinonas tienen actividad bacteriostatica frente a la gran mayoria de
bacterias Gram-positivas de interés clinico: estafilococos (incluido MRSA), enterococos
(incluido VRE), estreptococos, corinebacterias, Listeria monocytogenes y bacterias

Gram-positivas anaerobias; ademds también son activas frente a micobacterias y
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nocardias. Las bacterias Gram-negativas son resistentes a las oxazolidinonas, debido a
que estas son expulsadas a través de bombas enddgenas de expulsion activa, impidiendo
su interaccion con el ribosoma (Livermore, 2003; Bialvaei et al., 2017).

Los farmacos de esta familia son antimicrobianos de ultima linea aprobados para
el tratamiento de la neumonia tanto comunitaria como asociada a cuidado sanitario,
infecciones de piel y partes blandas, infecciones producidas por VRE y como cobertura
empirica en infecciones que puedan estar producidas por bacterias Gram-positivas
multirresistentes. Ademds, su elevada biodisponibilidad (>90%) permite su
administracion por via oral, siendo las unicas moléculas con actividad frente a bacterias
Gram-positivas multirresistentes que permiten la terapia secuencial de via intravenosa a

esta via.

1.5.2. Mecanismos de resistencia y epidemiologia

Incluso desde antes de la aprobacion del linezolid por la FDA, ya existian
programas de vigilancia de la actividad del mismo en aislados clinicos, entre los que
destacan el ZAAPS (Zyvox® Appraisal of Potency and Spectrum) y el LEADER
(Linezolid Experience and Accurate Determination of Resistance). El programa ZAAPS
comenzo a vigilar la resistencia al linezolid en EEUU durante los afios 2002 y 2003; sin
embargo, a partir del 2004 la vigilancia en EEUU la lleva a cabo el programa LEADER,
mientras que el ZAAPS se centra en la vigilancia en otros paises del mundo (Bialvaei et
al.,2017). Ambos programas han puesto de manifiesto la gran actividad que mantiene el
linezolid frente a patégenos Gram-positivos (S. aureus, ECN, Enterococcus faecalis, E.
faecium, S. pneumoniae, estreptococos del grupo viridans y beta-hemoliticos), mostrando
unas tasas de resistencia inferiores al 1% desde su comercializacion hasta los ultimos
datos publicados por ambos programas en los afios 2015 (LEADER) y 2016 (ZAAPS)
(Pfaller et al., 2017; Mendes et al., 2018).

Segun los puntos de corte vigentes, las cepas de estafilococos se consideran
resistentes al linezolid cuando la CMI para el mismo es > 4 mg/L. Para enterococos, el
EUCAST y el CLSI consideran resistentes las cepas con CMI > 4 mg/L, mientras que
este ultimo considera no-sensibles o con sensibilidad intermedia las cepas con CMI = 4

mg/L (Tabla VI).
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Tabla VI: Interpretacion de las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) en mg/L

de linezolid y tedizolid segtin los puntos de corte del EUCAST y el CLSI.

EUCAST CLSI
S R S R
Linezolid <4 >4 <4 >8
Estafilococos
Tedizolid <0,5 >0,5 <0,5!' >2! !'solo para S. aureus
Linezolid <4 >4 <2 >8
Enterococos
Tedizolid - - <0,5 -
Linezolid <2 >4 <2 -
Estreptococos <0,5 >0,5 <0,5 - beta-hemoliticos
Tedizolid
<025 >0,25 <0,25 - grupo S. anginosus

(CLSI, 2019; EUCAST, 2019)

La resistencia a las oxazolidinonas en bacterias Gram-positivas se puede dividir
en funcién de su mecanismo de accion y su capacidad para transmitirse a través de

elementos moviles:

- Modificaciones de la diana:

o Mutaciones del gen codificante del ARNr 23S: Se han descrito multitud
de mutaciones puntuales en nucleotidos del dominio V del gen codificante del ARNr
23S que confieren resistencia a las oxazolidinonas (linezolid y tedizolid). Las primeras
cepas de origen clinico con resistencia a linezolid fueron descritas en el afio 1999 en
EEUU. Se trataba de cepas de E. faecium resistentes a la vancomicina, que presentaban
mutaciones en el dominio V, concretamente la mutacion que origina el cambio
G2576T (numeracion en referencia al gen del ARNr 23S de Escherichia coli). Dichas
cepas se aislaron de pacientes con infecciones graves previamente tratados con
linezolid (Gonzales ef al., 2001). El nimero de copias del gen ARNr 23S es variable
entre diferentes bacterias (p.ej. 4 en E. faecalis, 5-6 en E. faecium, ECN y S. aureus)
(Meka et al., 2004a). Ademas, existe una clara correlacion entre la proporcion de
copias mutadas (n° de copias mutadas/n® de copias totales) y la CMI frente al linezolid,
en lo que se conoce como efecto de dosis génica (gene dosage effect). Hay que tener
en cuenta que la mutacion de una primera copia puede, mediante fendmenos de
recombinacion homologa, incrementar el nimero de copias mutadas, produciendo asi

un aumento de la CMI frente al linezolid. Este mecanismo de resistencia esta asociado
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a la adaptacion de las bacterias al linezolid, durante tratamientos prolongados o en
instituciones o servicios hospitalarios con un alto consumo de este antimicrobiano
(Long et al., 2012). Cabe destacar que las mutaciones en el gen que codifica el ARNr
23S (principalmente la G2576T) constituyen el mecanismo de resistencia a linezolid
mas frecuente en estafilococos y enterococos (Pfaller et al., 2017; Mendes et al.,

2018).

o Mutaciones en genes que codifican proteinas ribosomales: Alteraciones en
las proteinas ribosomales 1.3, L4 y L22, codificadas por los genes rp/C, rp/D y rplV
respectivamente, también confieren resistencia a las oxazolidinonas. Parte de dichas
proteinas estan posicionadas en el entorno cercano al CPT, y mutaciones en los genes
que las codifican pueden producir cambios en sus secuencias de aminoacidos que
interfieren en la afinidad de las oxazolidinonas por el CPT. Se han descrito multitud
de mutaciones/cambios aminoacidicos asociados con la resistencia a oxazolidinonas,
principalmente en cepas de estafilococos y neumococos. Sin embargo, se ha
demostrado que otros cambios aminoacidicos no interfieren en la actividad de estos
antimicrobianos, mientras que en otros casos su relacion directa con la resistencia no
ha podido ser confirmada. Esto ultimo se debe a que las mutaciones en genes de
proteinas ribosomales se hayan con frecuencia en cepas que de forma simultinea
presentan otros mecanismos de resistencia a oxazolidinonas o linezolid, como
mutaciones en el gen ARNr 23S o cepas portadoras del gen cfr (que sera tratado mas
adelante), lo que no permite esclarecer el papel que pudieran desempaiar en la

resistencia (Long et al., 2012).

o Metilacion del ARNr 23S: La metilacion de la adenina en la posicion 2503
del ARNr 23S por una metiltransferasa codificada por el gen cfr (chloramphenicol-
florfenicol resistance), produce un impedimento estérico que impide al linezolid
interactuar con su diana terapéutica. Dicha metilacion confiere resistencia cruzada
frente a cinco clases de antimicrobianos: fenicoles, lincosamidas, oxazolidinonas,
pleuromutilinas y estreptogramineas del grupo A, generando un fenotipo de resistencia
denominado PhLOPSA (Shen ef al, 2013). Sin embargo, la diferente estructura
molecular del tedizolid hace que este farmaco no se vea afectado por dicha metilacion,
manteniendo la actividad frente a las cepas cfr-positivas (Locke et al., 2010). El gen

cfr fue descrito como el primer mecanismo de resistencia a linezolid potencialmente
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transferible a través de elementos genéticos moéviles, como transposones y plasmidos.
Fue detectado por primera vez en una cepa de Staphylococcus sciuri de origen animal
en el ano 2000 y desde entonces ha sido encontrado en otras especies de ECN, asi
como en S. aureus (tanto MSSA como MRSA), enterococos y en otras bacterias tanto
Gram-positivas (Bacillus spp., Jeotgalicoccus spp., Macrococcus spp. y Streptococcus
suis) como Gram-negativas (Proteus spp.y Escherichia spp.) de origen animal y
humano (Schwarz et al., 2000; Shen et al., 2013; Wu et al., 2019). Recientemente se
han descrito cuatro nuevas variantes del gen cfr: cfr(B), cfr(C), cfr(D) y cfr(E) que han
sido halladas principalmente en cepas de C. difficile, pero también de E. faecium
[cfr(B)] y de Campylobacter coli [cfr(C)] (Stojkovi€ et al., 2019; Wu et al., 2019). La
prevalencia del gen cfr en bacterias Gram-positivas es en general baja, excepto en ECN
donde se han descrito valores de hasta el 20% (Pfaller ef al., 2017). Este hecho hace
de los ECN un importante reservorio de genes de resistencia a linezolid potencialmente
transferibles, lo que puede desencadenar brotes de este gen en especies mas patdgenas,

como los ocurridos en Madrid por cepas de MRSA cfr-positivas (Morales et al., 2010).

- Proteccidn del ribosoma bacteriano:

En los ultimos cinco afios se han descrito dos nuevos genes, optrd y poxtA, que
confieren resistencia tanto al linezolid como al tedizolid y son potencialmente
transferibles a través de elementos moviles (Wang et al., 2015; Antonelli ef al., 2018).
Ambos codifican proteinas pertenecientes al linaje F de la superfamilia ATP-binding
cassette (ABC) y confieren resistencia a las oxazolidinonas y otros antimicrobianos
mediante la proteccion del ribosoma bacteriano (Sharkey et al., 2016). Dichas
proteinas impulsan la disociacion de las moléculas de antimicrobiano de su diana
terapéutica, pudiendo afectar a compuestos de diferentes familias siempre que
compartan sitios de union superpuestos (p. €j. fenicoles y tetraciclinas) (Sharkey et al.,

2016).

o El gen optrA (oxazolidinones-phenicols-transferible resistance) fue el
primer gen transferible responsable de resistencia a tedizolid descubierto. Se describio
por primera vez en el afio 2015, en cepas de E. faecalis y E. faecium de origen humano
y animal, recolectadas entre los afios 2009 y 2014 en China (Wang et al., 2015). Desde

entonces ha sido documentado a lo largo del mundo, principalmente en E. faecalis
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(sobre todo en China), pero también en otras especies de enterococos (E. faecium, E.
gallinarum y Enterococcus thailandicus), en S. sciuri, Streptococcus gallolyticus y S.
suis (Morroni et al., 2017; Deshpande ef al., 2018; Sassi et al., 2019). Segiin un estudio
reciente, dicho gen ha pasado a ser el principal mecanismo de sensibilidad disminuida
a linezolid (CMI >4 mg/L) en cepas de E. faecalis aisladas entre los afios 2014-2016,
por delante de las mutaciones que afectan al ARNr 23S (Deshpande et al., 2018). Por
otra parte, la prevalencia del gen es mayor en aislados de origen animal que en aislados
de origen humano, quizas relacionado con el uso de fenicoles en medicina veterinaria,
como el florfenicol, de uso exclusivo en animales (Cai et al., 2019; Elghaieb et al.,
2019). Por ultimo, se han descrito diferentes variantes del gen, algunas de las cuales

guardan relacion con el valor de la CMI frente al linezolid (Cai et al., 2019).

o El gen poxtA (phenicol-oxazolidinone-tetracycline resistance) fue descrito
inicialmente en una cepa de MRSA-cfr positiva en el afio 2018 en Italia (Antonelli et
al., 2018). El gen poxtA codifica para una proteina ABC-F que mantiene una
homologia del 32% con la secuencia aminoacidica de la proteina codificada por el gen
optrA. Ademas de resistencia a oxazolidinonas dicho gen confiere resistencia a los
fenicoles y a las tetraciclinas (Antonelli ez al., 2018). Aunque la informacion sobre la
dispersion y prevalencia del gen es atin escasa, ya se ha descrito en cepas de E. faecalis,
Enterococcus hirae y E. faecium (mayoritariamente), principalmente relacionadas con
animales en la UE, Africa y China (Elghaieb et al., 2019; Huang et al., 2019;
Papagiannitsis ef al., 2019; Ruiz-Ripa et al., 2019).

1.6. Métodos para la deteccion de mecanismos de resistencia a antimicrobianos

En los laboratorios clinicos de microbiologia, la deteccion de mecanismos de
resistencia a antimicrobianos se ha llevado a cabo tradicionalmente a partir de la lectura
interpretada de las pruebas de sensibilidad bacteriana a los antimicrobianos o
antibiogramas. Este proceso conlleva una importante demora en el tiempo, de entre 48-
72 horas desde la toma de la muestra. Por esta razon, se han desarrollado numerosas
técnicas para la deteccion rapida de los principales mecanismos de resistencia. De
especial importancia son aquellas que permiten su aplicacion a partir de muestra directa

en infecciones invasivas (hemocultivos y liquido cefalorraquideo), por la radical
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importancia de instaurar un tratamiento antimicrobiano efectivo en las primeras horas del
sindrome infeccioso. Destacan también aquellas técnicas capaces de detectar mecanismos
de resistencia potencialmente transferibles que permitan la ripida instauracion de
medidas de control de la infeccion, evitando la dispersion de los mismos y el control de
brotes hospitalarios.

Dentro de estas nuevas técnicas destacan las técnicas moleculares, las
inmunocromatograficas, los métodos colorimétricos y la espectrometria de masas

MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight), entre otras.

- Técnicas moleculares: Desde el desarrollo de la PCR en la década de 1980 son
numerosos los tipos y las aplicaciones de las técnicas de deteccion de acidos nucleicos.
Aunque inicialmente han sido usadas en investigacion, desde hace unos afios se han
incorporado en los laboratorios de microbiologia clinica. Su aplicacion para la deteccion
de genes de resistencia aporta importantes ventajas entre las que destacan: su rapidez en
generar resultados en comparacion con los métodos fenotipicos, su capacidad para
detectar genes de resistencia a partir de la muestra directa sin necesidad de realizar
cultivos bacterianos y su excelente sensibilidad y especificidad. Por esta ultima razén, las
técnicas moleculares son consideradas el estandar de oro (gold standard) en la deteccion
de genes de resistencia. Sin embargo, las técnicas moleculares no estan exentas de generar
resultados falsos negativos, debido a que no son capaces de detectar nuevos genes de
resistencia; y falsos positivos, debido a que pueden detectar genes de resistencia inactivos
o incompletos que no se expresen y no generen resistencia fenotipica. Entre las técnicas
moleculares para la deteccion de genes de resistencia disponibles en los laboratorios de
microbiologia clinica actualmente destacan: 1) las técnicas de amplificacion de acidos
nucleicos (TAAN), particularmente la PCR a tiempo real (RT-PCR); ii) las técnicas de
hibridacion de ADN, principalmente microarrays; iii) las técnicas de secuenciacion de

nueva generacion (NGS: Next-Generation Sequencing) (Frickmann et al., 2014).

RT-PCR: Las técnicas mas usadas son las RT-PCR cuantitativas (qPCR), que
permiten la deteccion simultanea de multiples patogenos y genes de resistencia. Existen
numerosas qPCR capaces de detectar los principales genes de resistencia a meticilina
(mecA, mecC), vancomicina (vand, vanB), BLEE (blactx-m, blatem, blasnv) y
carbapenemasas (blamvp, blaxec, blaxpm, blaoxa-as, blaviv), entre otros muchos.

Actualmente, existen equipos capaces de realizar la extraccion y amplificacion en un
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mismo ensayo a partir de muestra directa, con una manipulacion minima que no requiere
personal experimentado y que genera resultados en un tiempo reducido (a partir de 30
minutos), mostrando una elevada sensibilidad y especificidad, cercanas al 100%. Dichos
sistemas permiten realizar las pruebas a pie de cama del paciente, point-of-care-testing

(POCT), lo que asegura una rapida toma de decisiones (Frickmann et al., 2014).

Microarrays: Estos métodos se basan en la deteccion, mediante el analisis de
imagen, de la hibridacién de la molécula objetivo con una sonda especifica fijada en una
base solida. Son capaces de detectar un gran numero de genes de resistencia en un solo
ensayo al incorporar numerosas sondas en un espacio reducido. Como paso previo a la
hibridacion, es necesario realizar una PCR con iniciadores (primers) universales,
marcados normalmente con biotina. Actualmente existen diferentes sistemas, como
Verigen para la deteccion de genes de resistencia a partir de hemocultivos positivos. Estas
técnicas presentan excelentes valores de sensibilidad y especificidad cercanas al 100%,
aportan resultados en unas 2,5-4 horas pero aun presentan un elevado coste (Ledeboer et

al.,2015; Opota et al., 2015a).

NGS: Las técnicas de secuenciacion de nueva generacion permiten llevar a cabo la
secuenciacion del genoma completo de una bacteria en apenas unas horas. A través de un
analisis bioinformdtico se puede identificar la presencia de genes de resistencia en los
genomas secuenciados, por comparacion con los genes disponibles en bases de datos.
Aunque las aplicaciones de estas nuevas tecnologias son multiples, la implantacion de las
mismas en la rutina de trabajo de un laboratorio de microbiologia clinica es a dia de hoy

limitada debido a su alto coste (Frickmann ef al., 2014).

- Técnicas inmunocromatograficas: Son capaces de detectar enzimas bacterianas
que hidrolizan antimicrobianos, como las BLEE y las carbapenemasas, o la presencia de
dianas modificadas como las PBP2a para la deteccion de MRSA. Aunque inicialmente se
disefiaron para ser realizadas sobre cepas bacterianas aisladas en cultivo, algunas de ellas
han mostrado buenos resultados de sensibilidad y especificidad al hacerse directamente
sobre hemocultivos positivos. Estas técnicas proporcionan resultados en
aproximadamente 20 minutos, no requieren instrumentalizacion ni personal altamente
especializado y ademas presentan un precio reducido (Fernandez et al., 2016a;

Glupczynski et al., 2016; March-Rossello, 2017; Girlich et al., 2018).
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- Me¢étodos colorimétricos: Recientemente se han desarrollado varios test
colorimétricos capaces de detectar diferentes mecanismos de resistencia basados en la
deteccion de cambio del pH del medio mediante el cambio de color de un indicador tras
la hidrdlisis de un antibiotico. Existen en la actualidad varios “kits” capaces de detectar
bacterias productoras de BLEE (ESBL NDP test y beta-lacta test) y carbapenemasas
(CARBA NP test). Estos se basan en la incubacion previa de una suspension bacteriana
junto al antimicrobiano (cefalosporina o carbapenémico); si la bacteria posee la enzima,
hidrolizara el antimicrobiano produciendo un cambio del pH del medio que hard virar el
color del indicador. Estos métodos arrojan resultados en aproximadamente dos horas y
presentan valores de sensibilidad y especificidad cercanos al 100% (Nordmann et al.,

2012a, 2012b; Renvoise ef al., 2013; Dortet et al., 2015; Poirel et al., 2016).

- Espectrometria de masas MALDI-TOF: La espectrometria de masas es capaz de
detectar mecanismos de resistencias principalmente a través de tres vias: 1) deteccion de
modificaciones del antimicrobiano por enzimas bacterianas; ii) deteccion de mecanismos
de resistencia por el analisis del patron de picos o masa de la bacteria; ii1) deteccion de
mecanismos de resistencia por medicion semi-cuantitativa del crecimiento bacteriano en
presencia del antimicrobiano. Mediante estos métodos se ha demostrado la capacidad de
MALDI-TOF para la deteccion de: beta-lactamasas (incluidas BLEE, AmpC vy
carbapenemasas), resistencia a fluoroquinolonas mediada por la enzima AAC(6")-Ib-cr,
enzimas modificantes de aminoglicosidos, cepas de MRSA y resistencia a polimixinas.
Los diferentes métodos de deteccion de mecanismos de resistencia mediante MALDI-
TOF presentan ventajas y desventajas, alcanzando algunos de ellos sensibilidades y
especificidades cercanas al 100%, en un tiempo de entre 30 minutos y tres horas y a un

coste reducido (Oviafio et al., 2019).
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PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS

La resistencia bacteriana a los antimicrobianos es un grave problema de salud
publica con dimension global. En los tltimos afios, hemos asistido a un incremento
alarmante de bacterias multirresistentes, tanto Gram-positivas como Gram-negativas, con
diferentes mecanismos de resistencia. Estos mecanismos estan con frecuencia codificados
por genes insertados en distintos elementos potencialmente moviles como plasmidos,
transposones o integrones/casetes génicas, que facilitan su rapida dispersién entre
miembros de la misma o diferentes especies bacterianas. Como agravante, la
incorporacion de nuevas moléculas con actividad antimicrobiana a la préctica clinica en
las ultimas décadas ha sido escasa, por lo que en muchos casos las opciones terapéuticas
para el tratamiento de las infecciones causadas por bacterias multirresistentes son muy
limitadas.

Debido a la situacion anteriormente comentada, en la actualidad nos encontramos
con varios patdogenos multirresistentes para los cuales la investigacion y desarrollo de
nuevas moléculas con actividad antimicrobiana frente a ellos es critica. Ademas, hemos
de optimizar y reservar mediante los PROA (PRogramas de Optimizacion del uso de los
Antimicrobianos) aquellos antimicrobianos de tltima linea, pues con frecuencia son las
ultimas alternativas terapéuticas frente a estas bacterias multirresistentes.

En este contexto, el objetivo principal de la tesis doctoral es el estudio
epidemiologico de bacterias resistentes a antimicrobianos de tltima linea o con escasas
alternativas terapéuticas, asi como la investigacion de sus mecanismos de resistencia en
aislados procedentes de dos hospitales del norte de Espafia: el Hospital Universitario
Central de Asturias (HUCA) y el Hospital El Bierzo (HEB). Se pretende que el
conocimiento generado ayude a disminuir la prevalencia y dispersion de estas bacterias
en ambos entornos hospitalarios, disminuyendo asi sus tasas de infeccion nosocomial y
ayudando al control de brotes nosocomiales, para preservar la efectividad de los

antimicrobianos de ultima linea.

En base a lo expuesto, el desarrollo de esta tesis doctoral se ha dirigido a la

consecucion de los siguientes objetivos:
Objetivo 1. Estudio de aislados de Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos

procedentes de muestras clinicas y de vigilancia epidemiologica recuperados en el HUCA

durante el periodo Marzo-Septiembre de 2017.
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Objetivo 2. Estudio de aislados de Enterococcus faecium resistentes a vancomicina,
recuperados de muestras clinicas y de vigilancia epidemioldgica en el HEB durante el

ano 2018.

Objetivo 3. Estudio de la resistencia a oxazolidinonas en cocos Gram-positivos
procedentes de muestras clinicas del HUCA y el HEB. Las bacterias investigadas en los

diferentes sub-apartados de este objetivo 3 fueron las siguientes:

3.1. Aislados de Staphylococcus epidermidis resistentes a linezolid
procedentes de muestras de liquido cefalorraquideo recuperados en el HUCA durante el
periodo 2013-2016.

3.2. Aislados de S. epidermidis resistentes a linezolid procedentes de muestras
clinicas recuperadas en el HUCA entre 2011-2017.

3.3. Aislados de enterococos con CMI > 4 para linezolid procedentes de

muestras clinicas recuperadas en el HEB entre Febrero y Diciembre de 2018.

En los tres objetivos anteriores, una vez seleccionados los aislados en base a pruebas
fenotipicas, se establecido el fondo genético de la resistencia y se llevd a cabo la
tipificacion molecular, utilizando para ello técnicas moleculares (objetivos 1, 2, 3.1y 3.2)

0 secuenciacion gendmica (objetivo 3.3).

Objetivo 4. Evaluacion de nuevos métodos y algoritmos para la deteccion precoz de
mecanismos de resistencia de especial importancia o de bacterias procedentes de muestras

invasivas:

4.1. Evaluacion de un nuevo microarray para la identificacion y deteccion de
genes de resistencia bacterianos a partir de hemocultivos positivos.
4.2. Evaluacion de un nuevo algoritmo para la deteccion de enterobacterias

productoras de carbapenemasas.
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Abstract

The aim of the study was to evaluate for a long time the effectiveness of an intervention designed to reduce
carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii (CRAB) and its impact on colistin usage in the ICU of a tertiary
hospital in Spain. The rate of carbapenem resistance declined drastically during the period of study (2015 to 2018),
from 93.57 to 74.65%, especially in the ICU. A significant decrease in colistin usage, from 1.16 to 0.39 DOTs, was
observed. Forty-nine CRAB isolates recovered nearly 1 year after starting the intervention were characterized. Most
of them were recovered from patients admitted in wards other than ICU and were extensively drug-resistant, carried
blapxa-23-ike and armA, and belonged to ST218. Implementation of control measures is crucial to CRAB control in
ICUs but must be extended to all wards in order to eradicate CRAB from hospitals.

Keywords Acinetobacter baumannii - Carbapenemase - OXA-23 - armA - Intensive care unit

Introduction

Acinetobacter baumannii is an opportunistic pathogen respon-
sible for nosocomial outbreaks worldwide, especially in inten-
sive care units (ICUs) where its eradication is very difficult.
Intrinsic antimicrobial resistance and capability to acquire
new resistance determinants, together with persistence in the
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environment for long periods of time, make A. baumannii one
of the most important nosocomial pathogens which poses a
significant threat to patients and healthcare systems [1-5].
Although carbapenems have long been the first-line treatment
of multi-drug-resistant (MDR) A. baumannii infections, in the
last decade, the rate of resistance to these drugs has been
increasing worldwide [2—8]. Colistin, used either alone or in
combination with other antimicrobials, is often currently the
only remaining option for the treatment of infections caused
by extensively drug-resistant (XDR) A. baumannii [9, 10].

The Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA) is
a tertiary hospital in northern Spain with about 1110 beds. The
ICU ward of this institution suffered an endemic situation due
to carbapenem-resistant A. baumannii (CRAB), which lasted
for almost 18 years. Fortunately, an intervention effort, which
started in April 2016 in the ICU, redirected this worrisome
situation [11]. In the present study, the effectiveness of the
intervention and its impact on colistin usage were evaluated
for a long time, not only in the ICU but also in other hospital
wards. Molecular characterization of CRAB isolates recov-
ered after the intervention was also performed, to identify
the clones which are circulating at the hospital and the carriage
of relevant resistance traits.
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Material and methods

The number of CRAB and carbapenem-susceptible
A. baumannii (CSAB) isolates recovered between 2015 and
2018 from inpatients of the HUCA was retrospectively deter-
mined. Data on colistin utilization along the same period was
also obtained and expressed as days of therapy (DOT) per 100
patient-days of bed occupancy.

Forty-nine consecutive CRAB isolates obtained from clin-
ical samples or active surveillance cultures, recovered from
different patients during a 9-month period (March—
November 2017), were selected for molecular analysis.
Bacterial identification and antimicrobial susceptibility testing
were performed by the MicroScan System (MicroScan;
Beckman Coulter, CA, USA). Identification was confirmed
by MALDI-TOF MS (Microflex™; Bruker Daltonik GmbH,
Bremen, Germany). Minimal inhibitory concentrations of co-
listin were determined using broth microdilution [12].
Identification of carbapenemase-encoding genes was
achieved with the Antimicrobial Resistance Direct Flow
Chip (Master Diagnéstica, Granada, Spain). Screening of the
armA gene was accomplished in all isolates by PCR as previ-
ously described [10]. Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)
with Apal and MLST (using Oxford scheme) were performed
as reported [13, 14]. Similarity between Apal profiles was
cvaluated by the Sorensen’s coefficient (S), and cluster anal-
ysis was achieved by the unweighted pair-group method with
arithmetic averages using the Multivariate Statistical Package
for PCs (RockWare Inc., Golden, CO).

Results and discussion

During the 2015-2018 period, a total of 1154 A. baumannii
were isolated, with 993 of them (86.05%) being carbapenem-

Fig.1 Comparison of the number 300

of carbapenem-resistant and
carbapenem-susceptible
Acinetobacter baumannii isolates
(CRAB and CSAB, respectively),
and correlation with the days of
therapy (DOT) of colistin per 100
patient-days of bed occupancy
both in the ICU and other wards
of the Hospital Universitario
Central de Asturias (HUCA),
Spain, from 2015 to 2018

g

Number of CRAB or CSAB isolates
g 8

5]
o

0

2015

mm CRAB from ICU

C1CRAB from whole HUCA except ICU

&
S

resistant; a high rate matching with that previously reported in
Spain [8]. However, from the beginning to the end of this
period, the number of CRAB isolates in this species decreased
drastically in our hospital, from 93.57 to 74.65%, especially in
the ICU (96.41 to 68.75%) but also in other wards (91.75 to
75.40%) (Fig. 1). This reduction was a consequence of the
intervention effort carried out in April 2016 in the ICU ward,
which ended the high prevalence of CRAB maintained for
almost 18 years [11]. The intervention was mainly based on
the implantation of deep room cleaning (including up to
twelve terminal decontamination of a room after a
colonized/infected patient was discharged and punctual de-
contamination with hydrogen peroxide), along with the stan-
dard measures of infection control (active surveillance of pa-
tients carriage, isolation of colonized/infected patients, hand
hygiene, and educational programs) [11]. Our results show
that the implemented measures, which were maintained
throughout the study period and continued to date, have been
effective. This was particularly true in the case of the ICU,
where no more outbreaks have occurred, since all CRAB iso-
lates recovered after the intervention belonged to patients in-
fected or colonized before admission in this ward. A similar
niche change was previously reported by Villar et al. [15] who
documented a decrease of CRAB incidence in ICUs but also a
rise in other hospital wards. Thus, efforts in infection control
measures in ICUs are probably not useful to eradicate CRAB
from hospitals, if such measures are not extended to the rest of
the wards. Interestingly, the drastic reduction in the number of
CRAB observed in our hospital was followed by a significant
decrease in colistin usage, from 1.16 to 0.39 DOTs (Fig. 1), as
was previously reported in other scenarios [16].

The 49 isolates characterized in detail were recovered from
patients admitted in 13 different hospital wards, including ICU,
from March to November of 2017, nearly 1 year after starting
the intervention (April 2016). All but a single isolate were XDR
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Fig. 2 Dendrogram of similarity showing the relatedness between the
Apal pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) profiles of carbapenem-
resistant Acinetobacter baumannii isolates in the study. Their origin, with
regard to hospital ward and sample, is shown to the right. The main
cluster A is enclosed inside a dotted square. All but one of the isolates
were positive for the intrinsic blagxa s ke and the blagxa 23 .iike
carbapenemase-encoding genes. The remaining one (shaded) was only

resistant to carbapenems and harbored the blagxa_s; 1xe ad blagxa 24 tike
genes. All isolates except two isolates (underlined) were positive for the
armA gene. Two strains isolated from different samples of the same
patient, with a difference in the time of more than 4 weeks, are marked
with an asterisk. ICU, intensive care unit; POCCU, post operative critical
care unit; SC, surveillance culture; S, Sorensen’s coefficient of similarity
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(48/49) being only susceptible to colistin (48/48; 100%) or cef-
tazidime (7/48; 14.58%). All XDR isolates were positive for the
intrinsic blapgxa-si-ike gene and also for the blaoxa23-tike
carbapenemase-encoding gene, while the remaining isolate,
which was only resistant to carbapenems, harbored the
bIaOXA_24_m(e and blaOXA_51_1ike genes. Carbapenem resistance
can increase the risk of mortality in patients with A. baumannii
infections [17]. This is probably due to the fact that patients
infected by XDR CRAB have limited therapeutic alternatives
(mainly colistin plus aminoglycoside or tigecycline) and are
more likely to receive inappropriate empirical antimicrobial
treatment [ 15, 17]. Although neither of our isolates was resistant
to colistin, the XDR isolates were resistant to all the aminogly-
cosides tested including amikacin, being all but one positive for
the 16S rRNA methylase gene armA (Fig. 2). This is the second
description of this gene among A. baumannii in Spain.
Interestingly, the only previous report of armA occurred in a
hospital of a nearby region and was detected in an
A. baumannii OXA-23-producing isolate [2].

Typing of the 49 isolates by PFGE yielded 16 different
profiles. At > 0.75, all except two isolates grouped in a sin-
gle cluster (cluster A) as shown in Fig. 2. All the isolates tested
from this cluster were ST218, except one which was ST1801,
a single locus variant of ST218. The remaining two isolates
belonged to ST1379 and to ST1803, with ST1801 and
ST1803 being here described for the first time.

ST218 of the Oxford scheme is comprised within the ST2
clone of the Pasteur scheme, which belongs to clonal complex
CC92/CC2, which is regarded as International Clone (IC) II
[18]. ICII CRAB isolates were involved in the majority of
outbreaks reported worldwide [8, 18], and ST2 (Pasteur
scheme) was the most frequent clone over the last two decades
in Spain [19, 20]. In Mediterranean regions, over the last two
decades, OXA-23-producing A. baumannii isolates, mainly
belonging to ICII, progressively replaced previously predom-
inant isolates carrying other blagxa-type genes [3, 21]. In
Spain, CRAB isolates have been mostly associated with
OXA-24/40 and OXA-58 at least since 1997 until 2010, when
the first OXA-23-producing A. baumannii was detected [4,
19, 20, 22]. Thereafter, a limited number of studies reported
OXA-23-producing A. baumannii isolates, generally related
to ICU outbreaks caused by several clones [2-4, 23].
Recently, blagxa-naiike and blagxa_sgixe Were reported as
the most prevalent carbapenemase genes detected among
CRAB isolates in a hospital in Madrid, while only 11.86%
(7/59) of the isolates carried blagxa 3 [8]- This information,
together with the results of the present study, in which blagxa.
23 was clearly predominant, reflects regional differences in the
epidemiology of CRAB in Spain. The single OXA-24-
producing CRAB from our hospital is an example of interre-
gional spread. This isolate was recovered from a patient who
had been living in Madrid and had been attended at a hospital
in this city 2 months before admission to our institution.

@ Springer

In conclusion, herein we present the first description of
A. baumannii ST218 carrying blagxa23-ike gene in Spain,
and the second report of this bacterium carrying the armA
and blagx a23-tike genes in our country. Our results show once
again the spread and establishment of the blagxa_231ike g€ne
in A. baumannii clones with XDR profiles, suggesting a
switch in the mechanism of carbapenem resistance in Spain,
such as it has occurred before in other European countries,
although this replacement could have different prevalence de-
pending on the region. Worldwide dissemination of CRAB
clones carrying blagxa-23-ike genes and expressing XDR pro-
files is a cause of concem, mainly when also carrying other
antimicrobial resistance genes transferrable by plasmids, like
armA or mcr genes, which could limit ever more the options
for antimicrobial treatment [24]. Implementation of deep in-
fection control measures and molecular studies of the isolates
are crucial to CRAB eradication in ICUs and can contribute to
decreasing the colistin usage, but these measures must be ex-
tended to the rest of the wards to eradicate CRAB from
hospitals.
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Establishment and persistence of a vancomycin-resistant Enterococcus faecium
ST80 clone within a healthcare setting located in a low prevalence area
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Abstract

Introduction: Vancomycin-resistant Enterococcus faecium (VREfm) are one of the most
important nosocomial pathogens with limited therapeutic alternatives. Although in Spain
VREfm are uncommon, sporadic outbreaks have been reported.

Aim: To follow the trends of vancomycin resistance in Enferococcus faecium and E.
faeium-producing bloodstream infections (BSIs) in a Spanish hospital.

Material: The trend of VREfm isolates recovered from 2011 to 2019 in Hospital El
Bierzo (Spain), as well as the number of BSIs they caused were assessed. VREfm isolates
recovered in 2018 were characterized.

Results: During the study period, 757 E. faecium were isolated, with 115 (13.7%) of them
being vancomycin-resistant. Sixteen out of 90 BSIs (17.8%) caused by E. faecium were
due to VREfm isolates. The number of BSI-producing E. faecium and the percentage of
vancomycin-resistance in these invasive isolates, increased significantly in the last four
years, being the later substantially higher in our hospital than the average values in Europe
and especially in Spain. The 28 isolates from 2018 proved to be positive for vanA. Most
of them (26) were assigned to ST80 while the remaining two were ST117, both belonging
to the hospital-adapted CC17. The isolates studied were only susceptible to linezolid
(100%) and susceptible-dose dependent to daptomycin (78,57%).

Conclusion: We report for the first time the establishment and persistence of the VREfm
ST80 clone in a Spanish hospital. The spread of VREfm is a cause of concern, since the
establishment of hospital-adapted multidrug resistant clones in healthcare settings may
precede an increment in BSIs caused by them.
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Introduction

Vancomycin-resistant enterococci
(VRE) are one of the most important
nosocomial pathogens because of their
ability to spread, colonize and become
established in hospital settings for long
periods of time. The scarcity of effective
antimicrobial agents further complicates the
management of infections caused by VRE
[1]. Vancomyecin resistance in enterococci is
mainly mediated by the vand and vanB
genes, which are principally associated with
Enterococcus faecium [1]. Most of the
vancomycin-resistant E. faecium (VREfm)
causing human infections belong to the
hospital-adapted clonal complex 17 (CC17).
This linage is characterized by ampicillin
and quinolones resistance, and often
contains the esp gene which is involved in
colonization and biofilm formation [1,2].
The prevalence of VREfm varies widely
between continents and countries. In USA,
more than 80% of the E. faecium isolates are
vancomycin-resistant with more than 60% of
the bloodstream infections (BSIs) caused by
VREfm [3,4]. In European countries, the
mean percentage of vancomycin-resistance
in E. faecium isolates producing BSIs is
lower (18.3% in 2019). However, a
worrisome rising trend has been observed
during the last years, and significant
differences were found depending on the
country, with national percentages ranging
from 0.0% up to 50,0% [5]. In Spain, the rate
of invasive VREfm isolates remains low,
with values below 3% since 2011 [5,6].
Moreover, sporadic hospital outbreaks
caused by both vand [7-10], and also vanB
VREfm isolates [2,11,12], have been
reported. All of these isolates belonged to the
CC17 linage and to sequence type (ST) 17,
ST18 or ST192. VREfm have a high
capacity to massively colonize healthy
carriers and patients in hospital settings, with
a ratio of 2-10 patients colonized per
infected patient [1]. Although enterococci
usually display low levels of virulence, their
capacity to cause severe infections, such as
BSIs, increase in vulnerable patients like

those immunocompromised, undergoing
invasive procedures (e.g. by urinary or blood
catheters), or receiving previous multiple
antimicrobials [13]. BSIs caused by VRE are
associated with higher mortality, extended
duration of BSI and longer hospital stay, as
well as with a higher cost associated,
compared to BSIs caused by vancomycin-
susceptible enterococci [14]. Taken all this
in consideration, the aims of the present
study were 1) to follow the trends of
vancomycin resistance in Enferococcus
faecium recovered in a Spanish hospital from
2011 to 2019; ii) to determine the number of
bloodstream  infections  caused by
vancomycin-resistant and vancomycin-
susceptible E. faecium during the same study
period; and 1) to characterize all
vancomycin-resistant E. faecium isolates
recovered during 2018. The study was
addressed after noticing a remarkable
increment in the number of BSIs produced
by this resistant pathogen over the last two
years.

Material and methods

The number of E. faecium isolates
recovered between 2011 and 2019
(including those producing BSI) ina Spanish
hospital, “Hospital El Bierzo”, and the rate
of vancomycin resistance were
retrospectively  determined using  the
Microbiology Laboratory records. Only non-
duplicate isolates collected from clinical
samples were included. Identification and
antimicrobial susceptibility testing were
performed by the MicroScan System
(MicroScan; Beckman Coulter, CA, USA)
and interpreted according to the European
Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) guidelines [15] or to the
Clinical and Laboratory Standards Institute
clinical breakpoints, for those antibiotics
without breakpoint in the former (e.g.
daptomycin) [16]. All VREfm isolates
obtained from clinical samples during 2018
(25; with a single isolate per patient), were
selected for molecular analysis. Three
additional  isolates  recovered  from
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surveillance cultures of patients who also
had VREfm in clinical samples, were also
analyzed. For all of them, screening of
vancomycin resistance genes (vand and
vanB) was accomplished by PCR, and
MultiLocus Sequence Typing (MLST) was
performed, both as previously reported [17—
19].

Results and discussion

During the study period, 757 E. faecium
were isolated, with 115 (13.7%) of them
being vancomycin-resistant. Furthermore,
16 (17.8%) out of 90 BSIs caused by E.
faecium were due to VREfm isolates. The
number of BSIs caused by vancomycin-
susceptible and  vancomycin-resistant
isolates each year, and the rate of
vancomycin resistance in isolates recovered
from all clinical samples and only from
blood cultures, are represented in Figure 1.

40
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Rate of vancomycin reistance in E. faecium

2011 2012

(=3 BSIs caused by VSEfm

—4—% of E. faecium isolates with resistance to VAN HEB
~~~~~~ % of invasive E. faecium isolates with resistance to VAN EU

Figure 1
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It can be observed that the number of
BSIs due to E. faecium increased
significantly in the last four years, in line
with the increment of enterococci as causal
agent of healthcare-associated infections
(HCAI). In fact, enterococci are currently the
second and third most common cause of
HCAI in USA and Europe, respectively [14].
It 1s also of note that, together with the
increment in the number of BSIs, the rate of
vancomycin resistance in the invasive
isolates has also increased over the last four
years. VREfm has caused infections in our
institution at least since 2011, although the
percentage of vancomycin-resistance was
low until 2013, when it experienced a drastic
increase (from 1.3% and 1.9% in 2011 and
2012, respectively, up to 16.7% in 2013).
Similar high values were maintained along
the following years, with a new substantial
increment occurring in 2018 (29.9%) (Figure

1.

13

Number of BSI-producing E. faecium isolates

2016 2017 2018 2019
[—JBSls caused by VREfm
—e— % of invasive E. faecium isolates with resistance to VAN HEB

= =% of invasive E. faecium isolates with resistance to VAN SP

Number of bloodstream infections produced by vancomycin-resistant and vancomycin-susceptible E.
faecium, and prevalence of vancomycin resistance in Enterococcus faecium isolates recovered from clinical
samples in the Hospital El Bierzo (HEB) during the 2011-2019 period. The rate of vancomycin resistance
in E. faecium invasive isolates in the HEB was compared with the average percentage of vancomycin-
resistant in E. faecium isolates causing BSIs reported by the European Antimicrobial Resistance
Surveillance Network (EARS-Net) for the European Union (UE) and Spain (SP).

BSI: Blood stream infection; VAN: Vancomycin; VSEfm: vancomycin-susceptible E. faecium; VREfm:
vancomycin-resistant E. faecium. HEB: Hospital El Bierzo; EU: European Unit; SP: Spain.
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Our data on invasive VREfm were
compared with the mean percentage of
vancomycin-resistance reported by the
European Antimicrobial Resistance
Surveillance Network (EARS-Net) for E.
faecium 1solates causing BSIs in the
European Union and Spain. As shown in
Figure 1, the rate in the last four years was
substantially higher in our hospital than the
average value in Europe and especially in
Spain. Because of the low number of BSIs
caused by E. faecium in our institution, these
rates must be considered with caution.
However, in the last reports of the EARS-
Net corresponding to 2018 and 2019, Spain
notified only 19 and nine VREfm invasive
isolates, respectively, with six and four
(31,6% and 44,5%) of them recovered from
patients in our institution [5,6]. Thereby,
although the number of invasive VREfm
isolates in Hospital El Bierzo is low, it has a
very high weight in the national percentage.

Twenty-eight VREfm isolates
recovered from clinical samples (25) and
surveillance cultures (3) during 2018 were
selected for further characterization. The
microbiological and molecular features of
these isolates are shown in Table 1. All but
two of the clinical isolates (92%) were
obtained from hospitalized patients admitted
to nine different hospital wards, either in
medical (14/23; 60.87%) or surgery wards
(9/23; 39.13%). The isolates were recovered
from urines (10/25; 40%), blood cultures
(6/25; 24%), wound exudates (4/25; 16%)
and other intra-abdominal samples (5/25;
20%).

The 28 isolates from 2018 were resistant
to ampicillin and quinolones, displayed high
level resistance to vancomycin and
teicoplanin, and proved to be positive for the
vanA gene; 22 (78.57%) out of the 28 were
susceptible-dose dependent to daptomycin,
and 6 (21.43%) were resistant to this last-
resort antimicrobial (Table 1). However, the
28 1solates (100%) were susceptible to
linezolid.

Regarding MLST, most of the 2018
isolates (26/28, 92.86%) were assigned to
ST80, with the remaining two being ST117,
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a single locus variant of ST80 (Table 1).
Both, ST80 and ST117 belong to CC17, a
hospital-adapted linage responsible for
severe nosocomial infections and hospital
outbreaks worldwide, including Spain [13].
VREfm isolates pertaining to ST80 and
ST117 are the most frequent clones in
several European countries, like Belgium,
Germany, Netherlands, Norway and Poland
[20-22]. As aforementioned, the percentage
of VREfm in Spain remains low, although
sporadic hospital outbreaks caused by
isolates pertaining to CC17, mainly to ST17
and ST18, have been reported [7-10]. A
previous study showed that BSIs caused by
E. faecium in our country were mainly due
to  ampicillinresistant, ~ vancomycin-
susceptible E. faecium isolates, with ST17 or
ST18, at least from 1995 to 2006, when an
mcrement of ST117 and ST80 isolates was
observed [23]. However, as far as we know,
this is the first report of an endemic situation
caused by VREfm ST80 isolates in Spain.

Enterococei have a high colonization
potential, but only causes BSI in vulnerable
patients [1]. Thus, an increment in non-
invasive infections and/or in patients
colonized by VREfm could lead to an
increase in VREfm BSIs, as shown by our
results (Figure 1). Several kinds of
iterventions aimed to reduce the prevalence
of VREfm in healthcare institutions have
been reported, with not always encouraging
results on eradication, decrease in
prevalence of resistance, and
cost/effectiveness [14]. However,
implementation of aggressive infection
control measures could lead to a decrease in
the number of VREfm, and consequently in
the number of infections, including BSIs [1].
In this line, we carried out an intervention in
our institution, in order to reduce the
worrisome trend of BSIs caused by VREfm.
This intervention was implemented
sequentially since February 2019 and was
mainly based on: i) electronic label of
VREfm-positive patients; i1) cohort isolation
of VREfm-positive
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patients; 1ii1) active surveillance of
roommates of new patients positive for
VREfm; iv) routine clorhexidine-baths of
the patient’s skin with antiseptic wipes; and
v) improved procedures for the routine care,
cleaning and disinfection of environmental
surfaces. Moreover, together with the
previous measures, the following actions
were implemented during five months
(February-July, 2019) in the medical unit
with more infections by VREfm (unit 1A;
Table 1): 1) active surveillance, both after
admission and weekly; and ii) reinforcement
of hand hygiene and standard measures of
infection control through educational
programs. Further studies will be required to
determine the effect of such measures on the
worrisome trend of BSIs caused by E.
faecium since 2015 in our hospital.

Antimicrobial stewardship programs are
essential for an optimal management of
severe infections caused by multi-drug
resistant bacteria, such as BSIs produced by
VREfm. The only active antimicrobials for
treatment of the BSIs due to the isolates in
the present study were linezolid and, for
some of them, also a high dose of
daptomycin. Worryingly, we had recently
detected in our institution E. faecalis isolates
harboring the transferable optrd gene,
conferring linezolid resistance (to be
published  elsewhere). The  possible
transmission of this gene to the VREfm
isolates, will limit ever more the options of
antimicrobial treatment. This was already
the case in a recent outbreak reported in
Ireland, which was caused by an optrd-
positive  VREfm belonging to the ST80
clone, like our isolates [21].

In conclusion, the spread of VREfm is a
cause of concern, since the establishment of
hospital-adapted multidrug resistant clones
in healthcare settings may precede an
increment of the BSIs caused by them.
Molecular studies of the isolates and
implementation of aggressive infection
control measures are crucial to limit their
spread, especially in areas with low
prevalence, avoiding the higher morbi-

mortality and cost associated with VREfm
infections.
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Background: Postneurosurgical ventriculitis is mainly caused by coagulase-negative
staphylococci. The rate of linezolid-resistant Staphylococcus epidermidis (LRSE) is
increasing worldwide.
Aims: To report clinical, epidemiological and microbiological data from a series of ven-
triculitis cases caused by LRSE in a Spanish hospital between 2013 and 2016.
Methods: Cases of LRSE ventriculitis were reviewed retrospectively in a Spanish hospital
over a four-year period. Clinical/epidemiological data of the infected patients were
reviewed, the isolates involved were typed by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) and
multi-locus sequence typing, and the molecular bases of linezolid resistance were
determined.
Findings: Five cases of LRSE ventriculitis were detected. The patients suffered from ce-
rebral haemorrhage or head trauma that required the placement of an external ventric-
ular drain; spent a relatively long time in the intensive care unit (ICU) (10—26 days); and
three out of the five patients had previously been treated with linezolid. All LRSE had the
same PFGE pattern, belonged to ST2, and shared an identical mechanism of linezolid
resistance. Specifically, all had the G2576T mutation in the V domain of each of the six
copies of the 23S rRNA gene, together with the Q136L and M156T mutations and the
71GGR72 insertion in the L3 and L4 ribosomal proteins, respectively.
Conclusion: The high ratio of linezolid consumption in the ICU (7.72—8. 10 defined daily dose/
100 patient-days) could have selected this resistant clone, which has probably become
endemic in the ICU where it could have colonized admitted patients. Infection control and
antimicrobial stewardship interventions are essential to prevent the dissemination of this
difficult-to-treat pathogen, and to preserve the therapeutic efficacy of linezolid.
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Introduction

Nosocomial ventriculitis is a severe complication associated
with invasive procedures such as neurosurgery, complicated
head trauma and foreign body placement, since disruption of
the biological barriers of the patient can allow direct entry of
the pathogen [1]. Insertion of cerebrospinal fluid (CSF) external
drains are among the most common invasive procedures in this
setting, and are frequently used for the treatment of hydro-
cephalus and infections of the central nervous system. The
incidence of catheter-related CSF infection is variable (1—18%)
depending on placement location (e.g. internal ventricular,
external ventricular or ventriculoperitoneal) and additional
risk factors [1].

Postneurosurgical meningitis and drain-associated in-
fections are usually caused by bacteria from the patient’s own
skin microbiota, mainly coagulase-negative staphylococci
(CNS) such as Staphylococcus epidermidis, which is the most
common pathogen associated with these types of infection
[1,2]. Nosocomial isolates of S. epidermidis are often resistant
to the majority of antimicrobials available [2,3]. Most studies
report a prevalence of meticillin resistance of approximately
75% in this species, which is often accompanied by resistance to
many other antimicrobial agents belonging to different families
[4]. In addition, this species can adhere to foreign device sur-
faces due to its ability to form biofilms, which protect the
enclosed bacteria, hence hindering the action of antimicrobial
agents [3]. Catheter removal and vancomycin therapy are the
first-line recommendations for meticillin-resistant staphylo-
coccal shunt-associated ventriculitis. However, vancomycin
has poor diffusion in CSF, especially in meningitis without
inflammation of the blood—brain barrier. Furthermore, van-
comycin toxicity must also be considered in critically ill pa-
tients [1]. In addition, S. epidermidis isolates with reduced
susceptibility to glycopeptides have been reported in recent
years [2]. Consequently, linezolid (LZD) is increasingly being
used for the treatment of drain-associated ventriculitis due to
its good CSF penetration, and efficacy against staphylococcal
infections of the central nervous system [1,2].

LZD is an oxazolidinone with activity against Gram-positive
micro-organisms, including meticillin-resistant staphylococci
and vancomycin-resistant enterococci. It binds to the peptidyl
transferase centre (PTC) of the bacterial ribosome, thereby
blocking protein synthesis at the initial stage [4]. LZD resis-
tance is increasing worldwide. In Spain, the rate of LZD-
resistant S. epidermidis (LRSE) in intensive care units (ICUs)
was 25% in 2015, according to the ICU-acquired infection
Spanish study ENVIN-HELICS [4]. Mutations in the V domain of
the 23S rRNA at the PTC constitute the major mechanism of LZD
resistance. Alterations in ribosomal proteins L3, L4 and L22,
encoded by the rplC, rplD and rplV genes, respectively, have
also been associated with oxazolidinone resistance [4,5].
Moreover, the transferable cfr gene, which encodes a 23S rRNA
methyltransferase, confers resistance to LZD and other anti-
microbial families, such as phenicols, lincosamides, pleuro-
mutilins and streptogramin A [4,5], and the optrA gene encodes
a newly described transferable mechanism of oxazolidinones
and phenicol resistance, which provides active efflux of these
antimicrobial compounds mediated by ABC transport [6]. All
the aforementioned mechanisms of LZD resistance, except
optrA, have been reported previously in LRSE.

Although several studies have investigated LRSE of clinical
origin, only a few have included isolates recovered from CSF,
without giving details on the clinical features of the infected
patients [2,4]. The present study reports a series of nosocomial
ventriculitis caused by a meticillin- and LZD-resistant
S. epidermidis clone in a Spanish hospital, comprising clinical
and epidemiological data of the infected patients as well as the
microbiological features of the isolates involved. To the au-
thors’ knowledge, this is the first series of nosocomial ven-
triculitis by LRSE reported to date.

Materials and methods

CSF cultures from hospitalized patients admitted to the
Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA), Spain, in
2013—2016, and positive for S. epidermidis were reviewed
retrospectively. The medical records of the patients were also
reviewed. Isolates with LZD minimal inhibitory concentration
(MIC) >4 mg/L were considered to be resistant, according to
Clinical and Laboratory Standards Institute breakpoints [7],
and included in the study. Data on LZD utilization were ob-
tained from the hospital pharmacy and expressed as defined
daily dose (DDD) per 100 patient-days of bed occupancy.

Bacterial identification and antimicrobial susceptibility
testing were performed by the MicroScan System (Beckman
Coulter, Porterville, CA, USA). Identification was confirmed by
matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometry (microflex; Bruker Daltonik GmbH, Bremen,
Germany). MICs to LZD and tedizolid were determined using E-
test strips (bioMérieux, Marcy U’Etoile, France).

Chromosomal DNA was extracted with Automated Nucleic
Acid Extractor MagCore HF16 (RBC Bioscience Corp., New Tai-
pei City, Taiwan), and polymerase chain reaction (PCR)
amplification of the six copies of the 23S rRNA gene of
S. epidermidis was performed as described previously [5].
Nested PCR amplification of the central loop of the V domain of
the six copies of the 23S rRNA gene (rrlA to rriF), as well as
amplification of the rplV gene (coding for ribosomal protein
L22), were done as reported [5]. For amplification of the rpl(C
and rplD genes (for ribosomal proteins L3 and L4, respectively),
the following primer pairs were designed for the present study:
L3-Fw (CATCGTTTAATTCAACTGAACCTG), L3-Rv (CTTACCAT-
CAGGTGTAGACATCGA), L4-Fw (GCACGAGTATCTACATCGAAAGTG)
and L4-Rv (AAAGGCAATGTACCTGGACCTA). The obtained ampli-
cons were sequenced and compared with the corresponding genes
of the LZD-susceptible S. epidermidis reference strain RP62A
(ATCC 35984). Screening of cfr and optrA was also accomplished
by PCR [4,6].

PFGE with Smal and multi-locus sequence typing (MLST)
were performed as reported previously [8].

Results

Over the study period (2013—2016), 30 S. epidermidis were
isolated from CSF at HUCA. Seven of these (23.3%) were resis-
tant to LZD, but only five could be recovered for further
characterization. LZD and tedizolid MICs for these isolates
were >256 mg/L and >32 mg/L, respectively, and all five iso-
lates were also resistant to meticillin but susceptible to van-
comycin. The five CSF infections were acquired nosocomially
(>48 h after admission) [9], and confirmed as ventriculitis
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Table |
Clinical features of patients with nosocomial ventriculitis caused by linezolid (LZD)-resistant Staphylococcus epidermidis
Patient Sex/age Date of bacterial Ward Length of ICU Underlying Time between EVD  Previous LZD use Treatment/
(years) isolation® stay (days) condition implantation and (no. of days of use) outcome
infection (days)
1 Male/50 25% July 2013 ICU 17 CH 17 No Vancomycin IV/
discharged
2 Male/64 29" July 2014 ICU 10 HIV/CH 9 No Vancomycin IV/
died®
3 Male/70 10" July 2015 ICU 16 DM/CH 16 Yes (3) Vancomycin IV/
discharged
4 Male/42 2™ September ICU 26 CH 19 Yes (19) Vancomycin IV and
2015 IT/discharged
5 Male/86 1% February Neurosurgery 23 CLL/HT 4 Yes (7) Vancomycin IV and
2016 IT/discharged

ICU, intensive care unit; CH, cerebral haemorrhage; HIV, human immunodeficiency virus infection; DM, diabetes mellitus; CLL, chronic lymphoid
leukaemia; HT, head trauma; EVD, external ventricular drain; IV, intravenous; IT, intrathecal.

2 S. epidermidis isolates recovered from Patients 1—5 were termed Sep-HUCA1 to Sep-HUCAS5, respectively. Two other isolates, which were not
available for further characterization, were obtained in April 2013 and March 2015 from patients admitted to the ICU and postoperative ICU,
respectively. The first patient was treated with LZD for 12 days before LRSE (LZD-resistant S. epidermidis) isolation. The second patient did not

receive LZD therapy previous to the LRSE infection.
b patient had multiple previous EVD removals.
€ The patient died of heart failure unrelated to the infection.

according to Centers for Disease Control and Prevention defi-
nitions [10]. All the infected patients suffered from cerebral
haemorrhage or head trauma, required external ventricular
drain placement, and had prolonged stays in the ICU (10—26
days), and three of them had received LZD therapy previously
(Table 1). These facts are known risk factors for selection of
LRSE [11]. The use of LZD at HUCAwas 7.72, 8.10, 8.10 and 7.91
DDDs/100 patient-days in the ICU, and 0.99, 1.21, 2.33 and 2.49
in other hospital wards, in 2013, 2014, 2015 and 2016,
respectively.

All isolates shared the same mechanism of LZD resistance.
First, they had the G2576T nucleotide mutation (Escherichia
coli numbering will be used throughout) in the V domain of
each of the six copies of the 23S rRNA gene. Second, the Q136L
and M156T substitutions in ribosomal protein L3, and the
71GGR72 insertion in ribosomal protein L4 were also detected
in all isolates. Finally, all of them displayed the previously
described L94V silent mutation in L3 (L101V for S. epidermidis
ATCC 12228), which does not confer LZD resistance [12], and
were negative for the transferable cfr and optrA genes and wild
type for the rplV gene (ribosomal protein L22). In addition to
sharing the same mechanism of LZD resistance, the five LRSE
showed identical PFGE profiles (Figure 1) and were assigned to
clone ST2 by MLST.

Discussion

Between 2013 and 2016, seven isolates, all recovered from
CSF and involved in ventriculitis, were resistant to LZD, which
is an important choice for the treatment of this type of infec-
tion. Although the cases reported in this study occurred be-
tween 2013 and 2016, the rate of LRSE in the ICU increased
drastically in 2012 (from 17% in 2011 to 27% in 2012), and has
remained endemic since. LRSE isolates were associated with
different types of infection, including ventriculitis and
bacteraemia.

The five isolates available for the present study showed the
most frequent mechanism for LZD resistance, namely the
G2576T mutation in the V domain of the 23S rRNA gene. This
change was found in all copies of the gene, which is enough in
itself to justify the high MICs observed for LZD and tedizolid in
the present study, due to ‘gene dosage’ as described previously
[2,4,5,13]. Nevertheless, ribosomal protein mutations were
also found in all isolates, consistent with the complexity of the
genetic bases for LZD resistance in S. epidermidis [14].

The five isolates belonged to the same ST2 clone, which
could have become endemic in the hospital. ST2 is mainly
related to hospital care [3], and its ability to acquire and
accumulate mutations in the 23S rRNA has been highlighted
[15]. LRSE isolates pertaining to ST2 have been associated with
outbreaks and long-term endemic situations in hospitals of
different European countries, including Spain, as well as in the
USA and other American countries [11,12,15—20]. However,
none of the LRSE ST2 isolates were obtained from CSF and only
a single case of meningitis caused by LRSE has been reported
[2]. The latter study focused on daptomycin plus trimetho-
prim/sulfamethoxazole therapy, rather than clinical and
microbiological features, and the sequence type of the isolate
was not determined. In fact, to the best of the authors’
knowledge, the present study reports the first cases of noso-
comial ventriculitis by LRSE to date.

Some authors have suggested low variability of nosocomial
S. epidermidis and a long temporal persistence of the ST2
clone, in contrast to the high diversity of S. epidermidis clones
found in the community [3,12]. In agreement with this, the
same clone was detected in the five patients admitted to HUCA
over the four-year study period (2013—2016), although the
hospital moved to a new building in June 2014. A retrospective
study of the first available LRSE isolates that were recovered
between June 2013 and June 2014 in the old building showed
PFGE patterns identical or closely related to that reported in
the present study, and also belonged to the ST2 clone (data not
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Figure 1. Pulsed-field gel electrophoresis profiles generated from
Staphylococcus epidermidis isolates by Smal digestion. Lane A,
Lambda Ladder PFG Marker (New England Biolabs, Beverly, MA,
USA); Lane B, DNA from Salmonella enterica serovar Braenderup
H9812 digested with Xbal; both used as size standards. Lane 1,
Sep-HUCAT1; Lane 2, Sep-HUCA2; Lane 3, Sep-HUCA3; Lane 4, Sep-
HUCA4; Lane 5, Sep-HUCAS.

published). According to Widerstrom et al., the endemic situ-
ation of multi-drug-resistant nosocomial clones of
S. epidermidis mirrors antimicrobial use in hospitals, especially
in ICUs [3]. Strong antimicrobial pressure can select these
clones and lead to rapid colonization of the skin of hospitalized
patients [21]. The high consumption of LZD in the ICU of HUCA
(7.72—8.10 DDDs) approximates the 13 DDD threshold consid-
ered by other authors as necessary for the occurrence of an
outbreak of LZD-resistant bacteria [4]. Cross-transmission and
high use of LZD in the ICU could have played a key role in the
establishment of the ST2 LRSE clone at HUCA, increasing the
risk of nosocomial drain-associated infections and decreasing
therapeutic options. In fact, the isolates studied here were
only susceptible to vancomycin, teicoplanin, daptomycin,

409

fosfomycin and tetracycline, thus complicating antimicrobial
therapy. Although all patients were treated with vancomycin
and all except one (who died due to heart failure unrelated to
the LRSE infection) were discharged, the therapeutic options
would have been extremely limited in the case of glycopeptide
intolerance.

Infection control measures have been established over
recent years in the ICU of HUCA due to the emergence of LRSE
and the severity of the infections it causes, such as those re-
ported in this study. First, LZD consumption in the ICU has been
reduced, and it is now mainly used for targeted therapy. LZD
has been replaced by vancomycin for empirical treatment of
most nosocomial infections in which a Gram-positive bacterium
could be involved. Moreover, as an antimicrobial stewardship
intervention, since 2017, an expert assistant on infectious
diseases has reviewed (on a weekly basis or on request) the use
of broad-spectrum antimicrobials in the ICU. Following the
implementation of these measures, both LZD consumption and
the rate of LRSE decreased in 2017 to 6.34 DDDs and 13.6%,
respectively.

This study highlights the importance of infection control
measures and antimicrobial stewardship interventions to con-
trol the dissemination of difficult-to-treat LRSE nosocomial
endemic clones, and to preserve the therapeutic efficacy of
LZD.
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Background: Linezolid (LZD)-resistant Staphylococcus epidermidis (LRSE) are increasing,
and are mainly associated with outbreaks in hospital wards with high LZD consumption.

Aim: To investigate the frequency of LRSE in a tertiary hospital in the context of LZD use.
Methods: The frequency of LRSE and the data on LZD usage [expressed as defined daily

2019 dose (DDD) per 100 patient-days], from 2011 to 2017, were analysed retrospectively.
Selected LRSE were typed by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) and screened for
Keywords: transferable LZD resistance genes. Representative isolates were typed by multi-locus
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sequence typing, and ribosomal mechanisms of LZD resistance were investigated.

Findings: In total, 435 LRSE were detected, with frequencies ranging from 13.56% to
32.93% in the intensive care unit (ICU) where LZD consumption was high (6.34—8.10 DDDs),
and from 2.48 to 6.80% in the remaining wards where LZD use was considerably lower (0.63
—2.49 DDDs). The first 44 LRSE isolates recovered (June 2013—June 2014) were closely
related according to PFGE patterns, and all except one were resistant to meticillin due to

mecA production. Selected isolates belonged to ST2, carried SCCmec lll, and had the
G2576T mutation in the V domain of each of the six copies of the 23S rRNA gene. Five of
the 44 isolates (11.36%) were positive for the cfr gene.
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Conclusion: An ST2 LZD- and meticillin-resistant clone was found in the ICU and also in
wards with low consumption of LZD. This highlights the need to implement and maintain
infection control measures as well as antimicrobial stewardship programmes in all hospital
units in order to preserve the efficacy of LZD.

© 2019 The Healthcare Infection Society. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

Introduction

Coagulase-negative staphylococci (CoNS) are important
nosocomial pathogens, mainly in immunocompromised
patients or associated with the implantation of medical devi-
ces [1]. Staphylococcus epidermidis is the most common
CoNS involved in nosocomial infections. According to the
ENVIN-HELICS study (http://hws.vhebron.net/envin-helics),
S. epidermidis is the most common Gram-positive bacterium
isolated in intensive care units (ICUs) in Spain, and the third
most common when considering both Gram-positive and Gram-
negative bacteria. Nosocomial isolates of S. epidermidis are
frequently resistant to the majority of clinically relevant
antimicrobials [1]. Consequently, last-resort antimicrobials are
often one of the few options to treat infections caused by this
species [1]. Linezolid (LZD) and tedizolid are among the last
therapeutic options available to combat S. epidermidis infec-
tions [2]. These compounds belong to the oxazolidinone family
and inhibit protein synthesis at the initial stage, by binding to
the peptidyl transferase centre of the bacterial ribosome [2].
LZD has been used extensively in hospitals, especially in ICUs,
primarily due to its broad spectrum against Gram-positive
bacteria and its pharmacokinetic/pharmacodynamic features
[1]. As a result, LZD resistance has emerged in Gram-positive
bacteria, mainly S. epidermidis, from ICUs where they can
become endemic [3]. The most common mechanism of LZD
resistance is a point mutation in the V domain of the 23S rRNA
gene, but changes in the ribosomal proteins L3, L4 and L22 can
also be involved [4]. Furthermore, the cfr, optrA and poxtA
genes, which can be transferred between Gram-positive
bacteria, have been associated with resistance to different
antimicrobial agents, including oxazolidinones [3,5].

Although several studies have investigated LZD-resistant
S. epidermidis (LRSE), they were mainly related to out-
breaks and/or hospital wards with high use of LZD, and only
a few endemic situations have been reported [1,6,7]. The
present study reports a long-term endemic situation caused
by a clone of LRSE in a Spanish hospital (Hospital Uni-
versitario Central de Asturias, Spain), analysing the rela-
tionship between the frequency of LRSE and LZD
consumption over time.

Materials and methods

The rate of LRSE (total number of LRSE/total number of
S. epidermidis recovered per year x 100) from 2011 to 2017 was
determined retrospectively using the Microbiology Laboratory
informatics system at the study hospital. Data on LZD uti-
lization for the same period were obtained from the hospital
pharmacy and expressed as defined daily dose (DDD) per 100
patient-days of bed occupancy. Statistical analysis between
prevalence of LRSE and LZD consumption was performed using
Stata/IC 14.2 for Mac (StataCorp, College Station, TX, USA)

applying linear regression. p<0.05 was considered to indicate
statistical significance.

The first 44 LRSE isolates available from inpatients at the
study hospital were recovered for further characterization.
They were obtained from June 2013 to June 2014, each from a
different patient. Bacterial identification and antimicrobial
susceptibility testing (AST) were performed using the Micro-
Scan System (Beckman Coulter, Porterville, CA, USA) and
interpreted according to the guidelines of the Clinical and
Laboratory Standards Institute [8]. Identification was con-
firmed by matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-
flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) (Microflex™; Bruker
Daltonik GmbH, Bremen, Germany). Meticillin-resistant iso-
lates were screened for the mecA gene, and the SCCmec
element was identified for representative isolates [9,10].
Minimum inhibitory concentrations (MICs) of LZD and tedizolid
were determined using E-test strips (bioMérieux, Marcy
I’Etoile, France and Liofilchem s.r.l., Roseto degli Abruzzi,
Italy). The breakpoints were: susceptible <4 mg/L and
resistant >8 mg/L for LZD; and susceptible <0.5 mg/L,
intermediate 1 mg/L and resistant >2 mg/L for tedizolid [8].
Amplification of the six copies of the 23S rRNA gene (rrlA to
rrlF) and nested polymerase chain reaction (PCR) amplifica-
tions of the central loop of the V domain of each copy, as well
as amplification of the rplC, rplD and rplV genes, were also
performed [3]. The obtained amplicons were sequenced and
compared with the corresponding genes of the LZD-
susceptible S. epidermidis reference strain RP62A (ATCC
35984). Screening of potentially transferred genes was
accomplished by PCR, using primers previously described for
the cfr and optrA genes [3], or primers designed in this study
for poxtA (poxtA-F: TTCCACCTCTAAGGGAACTTGTG; poxtA-R:
TATGCAGAGGAACAGCGGATT).

Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) with Smal and multi-
locus sequence typing (MLST) were performed [11]. Similarity
between Smal profiles was evaluated by the Sorensen’s coef-
ficient (S), and cluster analysis was achieved by the unweighted
pair-group method with arithmetic averages using the software
program MVSP (Multivariate Statistical Package for PCs; Rock-
Ware Inc., Golden, CO, USA).

Results

The relationship between the rate of LRSE and LZD con-
sumption, both in the ICU and other hospital wards, over a 7-
year period (2011—2017) is represented in Figure 1. During
this period, a total of 5435 S. epidermidis were isolated at the
study hospital, and 435 of these were LZD resistant (8.0%). In
total, 832 S. epidermidis were found in the ICU and 4603 were
found in the remaining wards, with 198 (23.80%) and 237
(5.15%) being LZD resistant, respectively. The number and
frequency of LRSE between 2011 and 2017 ranged from 16 to 42
(13.56—32.93%) in the ICU where LZD consumption was high
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Figure 1. Comparison of the rate of linezolid (LZD)-resistant Staphylococcus epidermidis (LRSE) and correlation with the defined daily
dose (DDD) of LZD per 100 patient-days of bed occupancy from 2011 to 2017 in the intensive care unit (ICU) and other wards at the
Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA), Spain. Squares indicate DDD of LZD/100 patient-days in HUCA wards except ICU; tri-
angles indicate DDD of LZD/100 patient-days in ICU; solid bars, percentage of LRSE from ICU; open bars, percentage of LRSE from HUCA

wards except ICU.

(6.34—8.10 DDDs), and from 18 to 56 (2.48—6.80%) in the
remaining wards where LZD use was considerable lower
(0.63—2.49 DDDs). Correlation between the prevalence of LRSE
and LZD consumption was significant in the ICU (R?=0.71,
p=0.02) but non-significant in the remaining wards (R*=0.30,
p=0.20).

The first 44 LRSE isolates available in the hospital, which
were recovered from June 2013 to June 2014, were selected for
further characterization. It is of note that less than half of the
LRSE were obtained from patients admitted to the ICU (19/44;
43.18%), while the rest belonged to patients admitted to 14
different wards (Figure 2).

Forty-three of the 44 LRSE characterized in detail were
resistant to oxacillin and meticillin, as well as the major fam-
ilies of antimicrobials tested. Thirty-four (77.27%) showed the
same antimicrobial susceptibility pattern (only susceptible to
daptomycin, fosfomycin, teicoplanin, tetracycline and vanco-
mycin) (Figure 2). The mecA gene was detected in all the
meticillin-resistant isolates carried by type Il SCCmec in the
analysed isolates.

PFGE typing of the 44 isolates yielded 12 different profiles
which were closely related with S >0.88; two clear sub-
clusters, A and B, with S >0.95 and >0.90, respectively,
can be distinguished (Figure 2). At least one representative
isolate of each PFGE pattern was typed by MLST and all of
them belonged to ST2 (Figure 2). The ribosomal mechanisms
of LZD resistance were also investigated for the same isolates
(Table I). All showed high MICs to LZD and tedizolid (>256
and >32 mg/L, respectively), and the same nucleotide
mutation G2576T (Escherichia coli numbering) in the V
domain of each of the six copies of the 23S rRNA gene.
However, different substitutions/insertions were found in the
L3 and L4 ribosomal proteins. Apart from additional muta-
tions in L3, all isolates tested displayed the previously
described L94V conservative mutation in L3 (L101V for
S. epidermidis ATCC 1228), which does not confer LZD

resistance [7], and were wild type for L22 (Table I). Finally,
the 44 selected isolates were tested for potentially trans-
ferable genes that confer oxazolidinone resistance. None of
them carried the optrA or poxtA genes, but five (11.36%;
three and two belonging to sub-clusters A and B, respec-
tively) were positive for the cfr gene: two from the ICU and
three from other wards (Figure 2).

Discussion

Over the 7-year study period (2011—2017), LRSE were
detected consistently at the study hospital in numbers ranging
from 42 to 94 per year. All isolates tested were closely related
by PFGE and belonged to the ST2 clone. Nosocomial
S. epidermidis are dominated by strains of clonal complex 5,
and ST2 is the most widely disseminated type [1,12]. ST2 iso-
lates are characterized by a high level of genetic plasticity,
related to an increased recombination/mutation rate and the
efficient acquisition of antimicrobial resistance genes
[7,12,13]. Of particular interest is the rifampicin resistance of
this lineage through dual mutations in rpoB (D471E and 1527M
substitutions) that have become fixed in the population and
also confer glycopeptide heteroresistance [14]. This, together
with the fact that it is difficult to detect glycopeptide heter-
oresistence by standard diagnostic methods, makes the high
prevalence of rifampicin resistance found in the characterized
isolates (43/44; 97.73%) a cause of concern. The isolates at the
study hospital showed the chromosomal mutation G2576T in all
copies of 23S rRNA, which is the main mechanism of LZD
resistance in CoNS [1,4,6]. This nucleotide mutation has been
associated with LZD adaptation, and the number of copies of
the 23S rRNA mutated (i.e. the ‘gene dosage’) is correlated
with the MICs of LZD [15]. Fortunately, only five of the 44 iso-
lates tested (11.36%) were positive for the transferable gene
cfr and, to date, no outbreak caused by other more virulent
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Isolate/ST Date of Hospital ward Sample Susceptibility pattern
isolation
A T LRSE-43/ST2] 26.07.13 | Nephrology NA DAP, FOF, SXT. TEC, TET, VAN
| LRSE4 26.06.13 | ICU Wound exudate DAP,FOF, TEC, TET, VAN
LRSE-6/ST2 | 16.07.13 General surgery Catheter DAP, FOF, TEC, TET, VAN
LRSE-14 04.11.13 Thoracic surgery Blood DAP, FOF, TEC, TET, VAN
. LRSE-28 31.10.13 | Traumatology NA DAP, FOF, TEC, TET, VAN
LRSE-3 10.06.13 General surgery Abdominal drai DAP, FOF, TEC, TET, VAN
LRSE-5 01.07.13 Traumatology Wound exudate DAP, FOF, TEC, TET, VAN
LRSE-9/ST2 | 25.07.13 ICU CSF DAP, FOF, TEC, TET, VAN
LRSE-13 29.10.13 Nephrology Wound exudate DAP, FOF, TEC, TET, VAN
LRSE-34 04.07.13 | ICU Pleural fluid DAP, FOF, TEC, TET, VAN
B_ LRSE-45/ST2 | 13.06.13 Vascular surgery Cryopreserve artery | DAP, FOF, RIF, TEC, TET, VAN
_—-LRSE—40/5T2 07.11.13 Thoracic surgery Wound exudate DAP, ERY, FOF, TEC, TET, VAN
= LRSE-37/ST2 | 24.02.14 ICU Urine DAP, FOF, TEC, VAN
= LRS E-38/ST2 | 05.07.13 ICU NA ERY, DAP, FOF, TEC, TET, VAN
— . ——FLRSE-36/ST2| 25.11.13 | Traumatology NA AMG, CLI, DAP, ERY, FOF, TEC, TET, VAN
LRSE-35 27.11.13 Cardiology NA DAP, FOF, OXA, TEC, TET, VAN
LRSE-41/ST2 | 16.01.14 Hematology Blood ERY, DAP, FOF, TEC, TET, VAN
= ————]-LRSE-39/ST2 [ 08.11.13 | Internal medicine | Blood ERY, DAP, FOF, TEC, TET, VAN
sl LRSE-7/ST2 | 28.06.13 | Neurology Blood DAP, FOF, TEC, TET, VAN
1 LRSE-1/ST2 | 18.10.13 | ICU Catheter DAP, FOF, TEC, TET, VAN
T [ LRSE-2 01.03.14 | ICU Blood DAP, FOF, TEC, TET, VAN
LRSE-8 02.09.13 ICU Catheter DAP, FOF, TEC, TET, VAN
LRSE-10 22.08.13 Nephrology NA DAP, FOF, TEC, TET, VAN
LRSE-11 17.09.13 ICU NA DAP, FOF, TEC, TET, VAN
LRSE-12 23.09.13 ICU Bronchial aspirate DAP, FOF, TEC, TET, VAN
LRSE-15 21.11.13 ICU Abdominal drai DAP, FOF, TEC, TET, VAN
LRSE-16/ST2 | 03.12.13 Internal medicine Pleural fluid DAP, FOF, TEC, TET, VAN
LRSE-17 17.02.14 ICU Blood DAP, FOF, TEC, TET, VAN
LRSE-18 06.03.14 POCCU Blood DAP, FOF, TEC, TET, VAN
LRSE-19 14.03.14 Plastic surgery Catheter DAP, FOF, TEC, TET, VAN
LRSE-20 01.04.14 POCCU Blood DAP, FOF, TEC, TET, VAN
LRSE-21/ST2 | 18.03.14 Neurosurgery Urine DAP, FOF, TEC, TET, VAN
LRSE-22 05.02.14 ICU Bronchoalveolar lavage| DAP, FOF, TEC, TET, VAN
LRSE-23 05.03.14 POCCU Ascitic fluid DAP, FOF, TEC, TET, VAN
LRSE-24 11.04.14 | ICU NA DAP, FOF, TEC, TET, VAN
LRSE-25 21.04.14 | General surgery NA DAP, FOF, TEC, TET, VAN
LRSE-26 21.04.14 Thoracic surgery Wound exudate DAP, FOF, TEC, TET, VAN
LRSE-27 30.04.14 ICU Blood DAP, FOF,TEC, TET, VAN
LRSE-29 02.05.14 General surgery Ascitic fluid DAP, FOF, TEC, TET, VAN
LRSE-30 19.05.14 ICU Blood DAP, FOF, TEC, TET, VAN
LRSE-31 21.05.14 ICU Blood DAP, FOF, TEC, TET, VAN
LRSE-32 27.05.14 ICU Catheter DAP, FOF, TEC, TET, VAN
LRSE-33 26.06.13 Anatomic pathology | Ascitic fluid DAP, FOF, TEC, TET, VAN
LRSE-42 08.07.13 [ ICU Blood DAP, FOF, SXT, TEC, TET, VAN
0.88 09 092 0.94 096 098 1 S

Figure 2. Molecular typing and microbiological features of linezolid-resistant Staphylococcus epidermidis isolates recovered between
June 2013 and June 2014 in a Spanish hospital. Dendrogram of similarity showing relatedness between the Smal pulsed-field gel elec-
trophoresis profiles, with A and B indicating the two detected sub-clusters. LRSE, linezolid-resistant Staphylococcus epidermidis; I1CU,
intensive care unit; POCCU, post-operative critical care unit; NA, data not available; CSF, cerebrospinal fluid; DAP, daptomycin; FOF,
fosfomycin; SXT, trimethoprim-sulfamethoxazole; TEC, teicoplanin; TET, tetracycline; VAN, vancomycin; RIF, rifampin; ERY, eryth-
romycin; AMG, aminoglycoside; CLI, clindamycin; OXA, oxacillin; S, Sorensen’s coefficient of similarity. The isolates for which ribosomal
mutations involved in LZD resistance were identified are shown in bold, while the isolates positive for the cfr gene are underlined. None

of the isolates were positive for optrA or poxtA.

species carrying this gene, such as Staphylococcus aureus, has
been reported.

ST2 LRSE have been mainly associated with ICU outbreaks,
where the high LZD use, together with cross-transmission,
could explain the establishment of these resistant bacteria
[12,16—18]. Some of these outbreaks were caused by LZD- and
meticillin-resistant S. epidermidis clones belonging to ST2 and
carrying the SCCmec Il element, similar to the isolates in the
present study [16—18]. Although nearly half of the isolates
(43.18%) were recovered from patients admitted to the ICU

where LZD consumption is high, the remaining isolates derived
from many other wards (Figure 2) in which LZD use is sig-
nificantly lower (Figure 1). This is consistent with the idea that
LZD-resistant CoNS in the ICU might only represent the tip of
the iceberg of LZD resistance [1]. Patients could be colonized
by LRSE in hospital wards other than the ICU but go unnoticed
because S. epidermidis is part of the skin microbiota and
clinical importance is rarely ascertained, so AST is not per-
formed when recovered from most clinical samples. However,
when patients are admitted to the ICU, they are usually more
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Minimum inhibitory concentrations (MICs) to oxazolidinones and mechanisms of chromosomal resistance of representative Staphylococcus
epidermidis isolates in the study

Isolate Cluster MIC of MIC of tedizolid 23S rRNA mutations® Ribosomal protein mutation®

LZD (mg/L) (mg/L) (no. of rrn alleles mutated) 13 L4 122
LRSE-1 B >256 >32 G2576T (6/6) L94V; Q136L; M156T  Insertion (7yGGRz,;)  WT
LRSE-3 A >256 >32 G2576T (6/6) L94V; H146Q Insertion (71GGR72)  WT
LRSE-6 A >256 >32 G2576T (6/6) L94V; H146Q Insertion (71GGR72)  WT
LRSE-7 B >256 >32 G2576T (6/6) L94V; Q136L; M156T  Insertion (4GGRz,) WT
LRSE-9 A >256 >32 G2576T (6/6) L94V; Q136L; M156T  Insertion (74GGRz) WT
LRSE-16 B >256 >32 G2576T (6/6) L94V; Q136L; M156T  Insertion (74GGRz,) WT
LRSE-21 B >256 >32 G2576T (6/6) L94V; Q136L; M156T Insertion (4GGRz;) WT
LRSE-36 B >256 >32 G2576T (6/6) L94V; H146Q Insertion (71GGR72)  WT
LRSE-37 B >256 >32 G2576T (6/6) L94V; Q136L; M156T  Insertion (74GGRz,) WT
LRSE-38 B >256 >32 G2576T (6/6) L94v WT WT
LRSE-39 B >256 >32 G2576T (6/6) L94V; V154L WT WT
LRSE-40 B >256 >32 G2576T (6/6) L94V; M156T P28L WT
LRSE-41 B >256 >32 G2576T (6/6) L94V; V154L P28L WT
LRSE-43 A >256 >32 G2576T (6/6) L94V; H146Q Insertion (74GGR7;) WT
LRSE-45 B >256 >32 G2576T (6/6) L94V WT WT

LRSE, linezolid-resistant Staphylococcus epidermidis; MIC, minimum inhibitory concentration; LZD, linezolid; WT, wild type.
2 The nucleotide positions of the mutations are listed according to Escherichia coli numbering.
® The amino acid positions of the mutations are listed according to S. epidermidis RP62A numbering.

vulnerable due to medical devices which act as a gateway for
this micro-organism into sterile fluids and cavities. As such, AST
is mostly performed for S. epidermidis detected in blood,
cerebrospinal fluid and catheters, allowing the detection of
antimicrobial resistance, including resistance to LZD. Thus, the
amount of LRSE circulating in hospitals could be even more
unnoticed in hospital wards than in ICUs.

Although the study hospital relocated to a new building in
June 2014, a recent study on ventriculitis caused by LRSE
revealed the presence of isolates pertaining to the ST2 clone in
2015 and 2016 [3]. Moreover, LRSE isolates obtained from blood
cultures of patients admitted to the ICU and other wards in
2015, 2016 and 2017 were recently analysed and all of them
belonged to the ST2 clone (unpublished data). These results
strongly suggest that a successful LRSE clone has become
established and was maintained over time in the new hospital,
although only the LRSE isolates recovered between June 2013
and June 2014 were characterized in detail in the present
study. To the best of the authors’ knowledge, this is the first
description of a long-term endemic situation due to an LRSE
clone affecting an entire hospital, including wards with low
exposure to LZD. In fact, LRSE have rarely been connected with
long-term endemic situations, and in the few published stud-
ies, these were either associated with high LZD consumption or
did not provide data about LZD usage [1,6,7]. With regard to
the origin of the clone, an LZD-susceptible ST2 isolate could
have acquired the G2576T 23S rRNA mutation in the ICU, where
the selective pressure is stronger. As revealed by PFGE analysis,
further micro-evolution of the clone originated two closely
related sub-clusters. Isolates of the two sub-clusters were able
to capture the transferable cfr gene and reach many other
wards in the hospital, probably favoured by intrahospital
patient movement. Infection control measures, including LZD
restriction, via antimicrobial stewardship programmes were
established in 2017 in the ICU at the study hospital, and the
rate of LRSE in this ward has decreased drastically [3].

In conclusion, our results suggest that LRSE clones can
become established in all hospital wards, including those with
low LZD consumption, where they can colonize a large number
of patients. When these colonized patients are admitted to ICU
wards with high antimicrobial pressure, they are more likely to
suffer infections by LRSE. These observations highlight the
importance of implementing and maintaining infection control
measures and antimicrobial stewardship programmes, not only
in the ICU but in the whole hospital, to preserve LZD and
tedizolid efficacy. At the study hospital, the reduction in the
number of isolates in 2017 compared with previous years is
encouraging and, although further surveillance is required, this
may be indicative of the effectiveness of the antimicrobial
stewardship programme.
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Abstract

Background: Dispersion of transferable oxazolidinone-resistance genes among
enterococci poses a serious problem to human health. Prompt detection of bacteria
carrying them is crucial to avoid their spread to multidrug-resistant bacteria.

Aim: To describe the presence of optr4-positive isolates among enterococcl in a Spanish
hospital, and to establish their genetic context and location by means of whole genome
sequencing.

Material and methods: In all enterococci recovered at Hospital El Bierzo (HEB) from
February to December 2018, with MICs to linezolid (LZD) >4 mg/L, the presence of the
cfi, optr4 and poxtA transferable genes was investigated by PCR. The genomes of three
optrA-positive isolates detected were sequenced and analyzed.

Findings: Only four of the total enterococci recovered during the study period (0.9%)
had LZD MICs >4 mg/L, and they were identified as E. faecalis resistant to
chloramphenicol and florfenicol. None of them was positive for cfi- or poxt4 genes but
the optr4 gene was detected in three 1solates recovered from urine samples of community
patients. These 1solates belonged to different clones: ST480, ST585 and ST7. The optr4
genes of the three isolates were located on plasmids, associated with IS/226 in different
arrays. In one isolate, the optr4 plasmid co-resided with a second plasmid which carried
multiple resistance genes arranged in a novel configuration. In addition to being detected
in an isolate from a human clinical sample, it is also the first time the plasmid has been
detected outside of China.

Conclusions: Spread of opfrd-positive E. faecalis isolates in the community is a cause
of concern. Spread of these bacteria in hospital settings, particularly in those, like the
HEB, where vancomycin-resistant enterococci are endemic, should be avoided in order
to preserve the efficacy of the last-resort oxazolidinones.
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1. Introduction

The oxazolidinones linezolid
(LZD) and tedizolid are effective last-
resort antimicrobials for treating
infections caused by multidrug-resistant
(MDR) Gram-positive bacteria,
including vancomycin-resistant
enterococci (VRE) [1]. Oxazolidinones
inhibit protein synthesis at the initial
stage, by binding to the peptidyl
transferase centre of the bacterial
ribosome.  Oxazolidinones-resistance
among Gram-positive bacteria
(enterococci and staphylococci) remain
low and 1t i1s mainly mediated by
chromosomal mutations in the V
domain of the 23S rRNA gene [2].
However, in the last years three

potentially transferable genes: cfir
(encoding a 23S rRNA
methyltransferase) [3], optr4 and poxt4
(encoding ribosomal protective

proteins) [4,5], which confer resistance
to oxazolidinones (and phenicols), and
could be horizontally disseminated by
plasmids and/or transposons, have been
described [6]. The potential spread of
these genes between MDR Gram-
positive bacteria is a cause of concern,
so a prompt detection of bacteria
carrying them i1s required. Accordingly,
the aim of the present study was to
investigate the presence of transferable
oxazolidinone-resistance genes among
enterococci isolated from clinical
samples analyzed at “Hospital El
Bierzo” (HEB), a 400-bed teaching
hospital n Northern Spain.
Additionally, the genomes of the three
optrA-positive isolates detected (Efae-
HEBI1, Efae-HEB2 and Efae-HEB3)
were sequenced and the genetic
environment of the optrd genes was
established.

2. Materials and methods

2.1. Identification of linezolid
resistant isolates

From February 2018 to December 2018
all enterococci with minimal inhibition
concentration (MICs) to LZD >4 mg/L
detected at the HEB were recovered.
They were obtained from either clinical
samples of inpatients or from samples
sent to the hospital by primary health
centers dependent on it. Bacterial
identification and antimicrobial
susceptibility testing was performed
with the MicroScan System
(MicroScan; Beckman Coulter, CA,
USA) and interpreted according to the
Clinical and Laboratory Standards
Institute guidelines [7]. Enterococci
with MICs of LZD >4 mg/L were tested
for susceptibility to chloramphenicol by
disc-diffusion, and MICs of tedizolid
were determined by E-test strips
(Liofilchem s.r.1., Roseto degli Abruzzi,
Italy). For all isolates, screening of cfr
and optr4 genes was accomplished by
PCR as previously reported [8], and
PCR detection of poxt4 was carried out

with primers poxtA-F
(TTCCACCTCTAAGGGAACTTGTG
) and poxt4-R

(TATGCAGAGGAACAGCGGATT)
[9].
2.2. Whole genome sequencing

of optrA positive 1solates and
bioinformatics analysis

The genomes of three optrd positive
1solates of E. faecalis (Efae-HEBI,
Efae-HEB2 and Efae-HEB3) were
sequenced using the Illumina platform,
and bioinformatic analysis was
performed. Genomic DNA  was
extracted with the “GenElute Bacterial
Genomic DNA Kit” (Sigma Aldrich),
following the manufacturer’s
instructions. Libraries (ca. 500 bp
fragment size) were prepared with the
TruSeq PCR-free DNA  Sample
Preparation Kit at the “Plataforma de
Gendmica y Bioinformatica, Centro de
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Investigacion Biomédica”, La Rioja
(Spain), and sequenced on a HiSeq 2000
(Illumina) to generate 130-150 nt
paired-end reads. Assembly of the reads
into contigs was achieved with the
Velvet VelvetOptimiser.pl script of
Velvet software implemented in
PLACNETw
(https://openebench.bsc.es/tool/placnet
w), which also allows plasmid
reconstruction [10]. The assembled
contigs were annotated by the NCBI
Prokaryotic  Genome  Annotation
Pipeline

(https://www .ncbi.nlm.nih. gov/genome
/annotation prok/), MultiLocus
Sequence Typing (MLST), as well as
identification of resistance
determinants, comprising chromosomal
mutations in the 23S RNA gene and
acquired resistance  genes, Wwas
accomplished in silico, using online
tools, including MLST, LRE-Finder,
ResFinder and Plasmid Finder from the
Center for Genomic Epidemiology
(www.genomicepidemiology.org)  of
the Technical University of Denmark,
apart from PLACNETw. The genetic
context of the opfr4 genes was
established by detailed analysis of the
annotated contigs using BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
. Two resistance plasmids found in a
single isolate (Efae-HEB2) were fully
sequenced, by assembling contigs of
plasmid  origin  through  PCR
amplification with primers shown in
Tables S1 and S2, followed by Sanger
sequencing (commercially performed at
Stab vida, Lisbon, Portugal). Apart from
using Plasmid Finder, plasmid replicon
typing was attempted “in silico” for the
two plasmids of Efae-HBE2, following
the scheme proposed by Jensen et al.,
[11] for classification of plasmids
carried by Enterococcus and other Gram
positive bacteria. The scheme i1s based
on PCR amplification with primers
designed to recognize 19 replicon

RESULTADOS

families, rep to rep11, repis to rep1o and
repu_njque).
2.3. Accession numbers

The genomes of three optr4-positive E.
faecalis, designated pEfae-HEBI,
pEfac-HEB2 and pEfae-HEB3, have
been deposited in the GenBank database

under accession numbers
JAAOEK000000000,

JAAOEL000000000 and
JAAOEM000000000 (biosamples

SAMN14345144, SAMN14345145 and
SAMN14345146, within BioProject:
PRINAG611756).

3. Results and discussion

3.1. Screening of transferable
oxazolidinone-resistance genes shows a
low though relevant prevalence of
polyclonal  Enterococcus  faecalis
carrying the optr4 gene in community
patients

During the period of study, a total of 443
enterococci were 1solated, and assigned
to E. faecalis (367) or E. faecium (76).
Only four of the total enterococci
(0.9%) had LZD MICs >4 mg/L, and
they were identified as E. faecalis
resistant to chloramphenicol and
florfenicol. None of them was positive
for cfi or poxtA genes but the optr4 gene
was detected in three out of the four
1solates: Efae-HEB1, Efae-HEB2 and
Efae-HEB3, all recovered from urine
samples of patents attended at the HEB
(Table 1). This gene encodes a
ribosomal protection protein of the
ABC-F family. It was first found in E.
faecalis and E. faecium from humans
and food animals in China [5]. Since
then, isolates carrying this gene have
been recovered from animal, human and
environmental samples, mainly in
China, but also 1n other countries of the
Asia-Pacific region, Africa, North
America, Latin America, and Europe,
including Spain [5,12-15]
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Table 1: Clinical, microbiological and molecular features of optrA-positive Enterococcus faecalis isolates detected during 2018 in a Spanish hospital.

MICE Resistance determinants
Isolation (mg/L) OptrA
Isolate date Sample Sex/Age MLST MLSs varient
LZb TZD LSaP AMG TET TMP Oxazolidinones Phenicols
L

Efae- 14 em(B) teflL), Tyr76Asp
HEB1 February Unne  Female/57 ST480 4 15 Ing) ant(6)-Ib fetiM) dfrG optrA fexA Thr481Pro
Efoe- erm(B) aac(6)-aph(27), tef(L)
HEB2 4 June Uine  Malel67 STS65 4 2 IsaiA).Isa(E)  ant(6)-la, aph(3Hlla, o oG optrA fexA, cat wt

InuB aadE, apt, spw, satd

A), erm(B)
Efae- ) erm . tetiL), Tyri76Asp
HER3 15June  Uine  Malel89 ST7 4 1 Isa(A), Isa(E) aph(3)lla tetM) optrA, fexA i

InuB

HEB: “Hospital el Bierzo”. MLST: Multilocus sequence typing; MIC: Minimal inhibitory concentration; LZD: Linezolid; TZD, Tedizolid; MLSs:

M. 1id

q

s, Line

Stre
and Streptogr

TET: Tetracyclines; TMP: Trimethoprim; wt, wild type.

Reci

e deter

located 1n pl

B; LSaP, Lincosanudes, Streptogramin A and Pl

ds are highlighted 1n bold.

ilin; L, Lincc AMG: A glycosides;

This frequency i1s lower than that
obtained in the present study (i.e. 0.82%
of the total E. faecalis isolates). The
three optrA4 positive isolates reported in
this study were obtained from urine
samples of unrelated patients in the
community (Table 1). None of them had
antecedents of recent therapy with
oxazolidinones, although two had
received other antimicrobials, like
quinolones, cefuroxime or azithromycin
in the last 3 months. A sign of the spread
of the optrd gene among E. faecalis in
the community is the polyclonality of
our isolates, as revealed by MLST
performed in silico. Efae-HEB1 and
Efae-HEB-2, belonged to clones
previously associated with the opfr4
gene, 1e. ST480 and STS85,
respectively  [12-14,16-21].  The
remaining isolate (Efae-HEB3) was
assigned to the new ST7, which is a
single locus variant (pstS) of ST317.

3.2. The optrd genes
encoded proteins

and

After sequencing the genome of the
three isolates, analysis of the optrd
genes identified two variants, resulting
in two alternative forms of the encoded
proteins (Table 1). The protein of Efae-
HEB2 coincided with OptrAgss,
considered as wild-type since it is
encoded by plasmid pE349 where the
optrA gene was originally detected [5].

In contrast, the OptrA proteins of Efae-
HEB1 and Efae-HEB3 contain the
Tyr176Asp and Thr481Pro substitutions
corresponding to the DP variant
previously reported in clinical isolates
from hospitals in China [18,22,23] and
recently found in Spain [21]. Regardless
of the variant, the three E. faecalis had
the same linezolid MIC of 4 mg/L,
which was previously associated with
some but not all of the isolates
producing either the wild type protein or
the DP variant in China. In fact, it has
been already noticed that the number
and type of amino acid substitutions in
OptrA has little effect on the level of
linezolid resistance [24]. It is also of
note that both CLSI and EUCAST
consider MICs >4 mg/L as “resistant”,
while a MIC equal to 4 mg/L is regarded
as intermediate” by CLSI and
“susceptible” by EUCAST [7,25].
According to this, the dispersal of the
optrA gene among enterococci may well
be underestimated if present in isolates
with MIC of 4 mg/L, mainly if
EUCAST breakpoints are used. The
recent introduction of chloramphenicol
in the antimicrobial susceptibility
testing (AST) panels for enterococci
could aid to detection of transferable
oxazolidinone-resistance genes. Alert
messages can be created in the
automated AST systems if a Gram-
positive bacterium shows MICs to LZD
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>4 mg/L together with chloramphenicol
resistance. Bacteria which fulfill this
criteria can be analyzed by multiplex-
PCR for simultaneous detection of
transferable  oxazolidinone-resistance
genes [26].

3.3. Genetic context of optrd
and other resistance genes

By using PLACNETw, the optr4 genes
of the three isolates were located on
plasmids, named pEfae-HEB1, pEfae-
HEB2-1 and pEfae-HEB3. Additional
resistance genes carried by plasmids or
the chromosome were also identified
(Table 1). They confer resistance to
aminoglycosides [aac(6')-aph(2”),
ant(6)-1a, aph(3’)-1II, aadE, sat4 and
spw], tetracyclines [fef(L) and tet(M)],
trimethoprim [dfi(G)], fenicols (fex4
apart from optrA) or antibiotics of the
MLSg [macrolides-lincosamides-
streptogramin B group; erm(A) and
erm(B) genes], LSaP (lincosamide,
streptogramin A and pleuromutilin
group; IsaA and IsaE) and L (for
lincosamide inactivation; /nuB genes)
phenotypes.

The genetic context of the opfrd genes
is shown in Figure 1. In the three
plasmids, the fexd gene, encoding a
chloramphenicol/florfenicol efflux
protein of the major facilitator

tNPisi216 TNPisL3 famity impB

tPis1216 tNPisis famiy  IMPB fexA

ssb-4 tNPisy3 famity impB

fexA
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superfamily (MFS), was located
upstream of optrA. In two of them,
pEfae-HEB1 and pEfae-HEB3, the
optr4 region was flanked by IS/216
elements placed in the same orientation.
However, the DNA comprised in
between differed by an erm(A)-like
gene and the wubiE gene (for
ubiquinone/menaquinone C-
methyltransferase), which were present
in pEfae-HEB3 but not in pEfae-HEBI1.
The organization of pEfae-HEB3 optrd
region coincides with that reported for
pl0-2-2, a plasmid carried by a pig
1solate of E. faecalis ST59 from China
[17], as well as for three plasmids
characterized n a study of
oxazolidinone resistance in a worldwide
collection of enterococcal clinical
1solates [12]. In contrast, the structure of
the pEfae-HEB1 optrd  region,
delineated by the two copies of IS/216,
constitutes a novel locus that has not
been previously reported. Finally, in the
case of pEfae-HEB2-1, a single copy of
IS1216 was detected downstream of the
optrA gene, but not at the opposite end
(Figure 1). This region showed the
highest similarity with pEF10748 (see
below), pXY17, pl0-2-2, p29462,
p1202, and pE121, all detected in E.
faecalis from China.

pEfae-HEB1

optrA tPisi216

pEfae-HEB3
optrA ubiE  erm(A)

tNPiss216

pEfae-HEB2-1

fexA tnPiss216

optrA

Figure 1. Genetic environment of the opfr4 gene in plasmids of three oxazolidinones
resistant isolates of Enterococcus faecalis from patients attended at a Spanish hospital.
Open reading frames are represented by arrows indicating the direction of transcription,
and drown to scale in different colors depending on their function: red, resistance; blue,
DNA metabolisms including transposition; green, other functions; grey, unknown. The
transposase gene of IS7276 1s highlighted by a thick borderline.
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3.4. The two resistance plasmids
of Efae-HEB2
Together with pEfae-HEB2-1, a second
plasmid termed pEfae-HEB2-2, was
present in Efae-HEB2, and both were
fully sequenced (Figure 2). Plasmid
replicon typing performed “in silico”,
following the scheme of Jensen et al.,
[11], failed to provide a positive result
for any of the two plasmids. Plasmid
Finder also failed to identify the pEfae-
HEB2-1 replicon, but a BLASTn search
of the repA gene in this plasmid yielded
100% 1dentity (with 100% coverage)
with the rep4 genes of two E. faecalis
plasmids, the optr4 plasmid pEF10748
(assigned to the repo family by the Zou
et al, [19], and the optrd, poxtd co-
carrying plasmid pE035 [27]. On the
other hand, Plasmid Finder detected
three different replicons, rep7a, repoa and
repusi2, In pEfae-HEB2-2 (showing
100%, 95.25% and 99.92% identity with
genes of the prototype pS194, pADI1
and pDOP1 plasmids, respectively). It is
of noteworthy that multiple rep genes
were previously identified by Zou et al.,
[19] 1n ten out 44 optr4 plasmids found
in clinical isolates of E. faecalis from
China.
pEfae-HEB2-1 (Figure 2A) consist of
ca. 55 kb, with a GC content of 35%,
similar to that of the E. faecalis genome
(37-38%). It 1s a sex pheromone
responsive plasmid, nearly identical to
pEF10748, a conjugative plasmid with a
high transfer frequency [19]. Like
pEF10748, it contains multiple sex
pheromone response genes, including
traB, prgA, prgB, prgC, prgU, prgR,
prgS and prgT. The optrA locus is
placed between genes encoding a
recombinase and a hypothetical protein
(Figure 2A). Apart from pEF10748,
only two other opfr4A plasmids with
pheromone-inducible conjugation
behavior (pE211 and pES508) were
previously identified in E. faecalis [23].
The second plasmid found in Efae-
HEB2, pEfae-HEB2-2 (Figure 2B),

consists of 75,363 bp with a GC content
of 34.6%, and three replicon types (see
above). It is closely related to pES08-2,
a plasmid recently deposited in
GenBank (accession no. MK465702),
found in an ST256 isolate from a fecal
swine sample in China [23]. As
indicated before, Efae-HEB2 derives
from a clinical sample and belonged to
ST585 pEfae-HEB2-2 contains most of
the resistance genes detected in the
Spanish isolate, which are distributed
into three clusters (Figure 2B). The
largest cluster, found adjacent to
IS1216, carries a wealth (13) of
acquired resistance genes responsible
for aminoglycoside resistance [aac(6’)-
aph(2”’), aadE 1, apt, spw, ant(6)-1a,
sat4 and aph(3°)-Illa], and for the MLS
[erm(B) 2 and erm(B) 3], LSAP [IsaE]
and L [/nu(B)] phenotypes. Diverse
multi-resistance gene clusters
containing the /sa(E) and /nu(B) genes,
which encode an ABC-F type ribosomal
protection protein and a lincosamide
nucleotidyltransferase, responsible for
the LSsP and L  phenotypes,
respectively, are widely distributed in
the chromosome or plasmids of Gram-
positive bacteria, including E. faecalis
[28]; (accession numbers AF408195
and MK465702). In the present study,
they were also detected in pEfae-HEB3
as well as in the chromosome of Efae-
HEBI, both displaying the aadE, apt,
SpwW, Isa(E), Inu(B), ant(6)-la
configuration (not shown). In pFae-
HEB2-2, the IS1216 element upstream
of erm(B) 2 separates the major
resistance cluster from the dfirG gene
conferring  trimethoprim  resistance.
Additionally, a third erm(B) gene and a
second aadE gene [erm(B) 3 and
aadE 2] are found close to the rep9a
and rep7a replicons, respectively.
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tnp 151216
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Figure 2. Structure of two resistance plasmids found in Enterococcus faecalis Efae-
HEB2. (A) Plasmid pEfae-HEB2-1. (B) Plasmid pEfae-HEB2-2. Open reading frames are
represented by arrows indicating the direction of transcription and having different
fillings according to their function: yellow, plasmid replication, maintenance and
segregation; orange, conjugative transfer; blue, DNA metabolism including transposition;
red, resistance; other, other; grey, unknown.
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Apart from the above mentioned
resistance genes, tetracycline [tet(M)
and tet(L), encoding a ribosome
protective protein and a efflux protein of
the major facilitator superfamily,
respectively| and chloramphenicol (cat,
encoding a chloramphenicol
acetyltransferase) resistance genes were
also carried by pEfae-HEB2-2. In Gram
positive bacteria, fef(M) is often carried
by conjugative transposons of the
Tn916 family, which can also harbor
other antimicrobial resistance genes
[29]. For instance, fef(L) and cat can co-
reside with fef(M) in Tn6248 (25,963
bp; GenBank accession no. KP834592),
which shares a large part of its sequence
with Tn9/6 (18,032 pb). In pEfae-
HEB2-2 these genes are carried by a
truncated version of Tn6248 (18,727
bp), in which the responsible for
transposition, as well as for insertion
and excision of the transposon are
missing. Identical or nearly identical
deleted variants of Tn6248 were found
in pES08-2 (GenBank accession no.
MK465702), and pl0-2-2 [17],
respectively.

Taken together, results in this section
reveal the presence of two plasmids in
Efae-HEB2, one harboring the optrd
gene conferring resistance to last-resort
oxazolidinones, and the other carrying a
wealth of genes encoding resistance to
many other classes of antibiotics,
arranged in a novel configuration.
Although a closely related plasmid was
found in a single ST256 isolate from a
fecal swine sample in China, this is the
first time the plasmid is detected in
Europe, specifically in a clinical isolate
with ST585. Therefore, these results
provide evidence that the plasmid has
already spread  1nto different
environments and clones.

3.5. Conclusions

E. faecalis could serve as a reservoir of
the optr4 gene, which is mainly located
in plasmids and could be horizontally
disseminated not only between
members of this species but also to other
MDR pathogens, such as E. faecium,
including vancomycin resistant isolates.
This would mimic the transfer of the cf
gene from coagulase-negative
staphylococci into methicillin-resistant
S. aureus [12,30]. E. faecalis optrA-
positive isolates are usually susceptible
to beta-lactams, which are still
therapeutic alternatives to treat the
infections they cause. However, the
presence of a second plasmid in Efae-
HEB2 carrying multiple resistance
genes could jeopardize this favorable
situation. So, prompt detection and
surveillance of transferable
oxazolidinone-resistance genes among
enterococci, particularly in the context
of MDR, are crucial to avoid their
spread in hospital settings, especially in
those where VRE are endemic, in order
to preserve the efficacy of these last-
resort antibiotics.

Supplementary information
accompanies this paper: Table S1,
Table S2.
Competing Interests: The authors
declare that they have no competing
interests.
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Table S1. Oligonucleotides used for the assembly of plasmid pEfae-HEB2-1

Name Sequence (5’-3’)

OptrA-1* TACTTGATGAACCTACTAACCA
OptrA-2* CCTTGAACTACTGATTCTCGG
optrA-I1S1216 CTGTCGTTGCAGAACCAGATTC
I1S1216-F CCCGAAAAGAAGGCACTCTCTTC
1S1216-R GTATGAGAAACGTTAATGCCACG
00002-R TGGTCGTGCATAACAGCCTATC
pcfK-R GGCGACACTGATATAGCCTTGT
arsR-F CGACGTTATAGTCAGGGTGTGT
traM-F CGAAACGCACTCGAATGGTTAC
00002-F GATAGGCTGTTATGCACGACCA
1S1216-rec GTGTCTCTATTTTGCACAGTCTAG
03605-F GCAAGGACACACAACTACAGCA
03595-F ATGTCGTTGGTTATCGCACCGA
03595-R AGGAGAAGGCAAGGGAAACAAC
asal-F AACCTCTAGGTCAGCCAACAGA
prgB-R1 CCCTGTATAGGTCACTGTCACT
prgB-F1 AGTGACAGTGACCTATACAGGG
prgB-R2 GTAGCGAAACACTGCCAACTGT
arsR-F ATTGGACGAGAAGTAGAGTGGC
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Table S2. Oligonucleotides used for the assembly of plasmid pEfae-

HEB2-2

Name Sequence (5’-3’)

repB-F CGAACAGAAGGGACGACTGCTA
00046-F GAACCAGAGCAACGTACAATGT
00046-ermB AAGGAGGGATTCGTCATGTTGG
00046-ermB CCAACATGACGAATCCCTCCTT
ermB AM-like-00024 CCGAGCGCTTAGTGGGAATTTG
parA-R TCCTTCTCCATAACTACGCCCC
parA-R2 ACCGATCATATCTAGTCCAGGG
0045-F-0022-F GTGATTGTGGGAAATTTAGGCG
drfG-F CAATCGGAAGAGCCTTACCTGAC
I1S1216-F CCCGAAAAGAAGGCACTCTCTTC
1S1216-R2 GAAGAGAGTGCCTTCTTTTCGGG
1S1216-F2 CGTGGCATTAACGTTTCTCATAC
IS1216-R GTATGAGAAACGTTAATGCCACG
00017-R TTAGCCGTCATTTCAGCACTCG
00017-F CGAGTGCTGAAATGACGGCTAA
aac(A)- aph(D)-R ACTTCATCTTCCCAAGGCTCTG
sat4-F AATCGGCTCCGTCGATACTATG
aph(3’)-llla-F AGTGCATCAGGCTCTTTCACTC
aph(3’)-llla-ermB ACATCCGCAACTGTCCATACTC
ermB-abiV TTTGCTGCACTTAGAACACCGC
abiV-F CACGATTACCTGAAGTCATTGG
abiV-R CCAATGACTTCAGGTAATCGTG
abiv-00104-1 TCCACACCCTATCAACGCATAC
abiv-00104-2 GAAGGCAACTGCTTAGATTATCGG
00103-F GGCATGGCTGAATTTGATGTCG
00088-R TTACGTCTATCCCACGCATCTG
00086-F AGGCACAACACCAGAAACGATC

78



RESULTADOS

Objetivo 4.1: Articulo 6

Diagnostic Microbiology and Infectious Disease 91 (2018) 205-209

Diagnostic Microbiology and Infectious Disease

journal homepage: www.elsevier.com/locate/diagmicrobio

Contents lists available at ScienceDirect

Bacteriology
Evaluation of Sepsis Flow Chip for identification of Gram-negative bacilli m
and detection of antimicrobial resistance genes directly from positive B

blood cultures

Carlos Rodriguez-Lucas *™€, M. Rosario Rodicio *¢, Isabel Costales >¢,
José Antonio Boga ¢, Fernando Vazquez >, Javier Fernandez >“*

2 Departamento de Biologia Funcional, Area de Microbiologia, Universidad de Oviedo

b Servicio de Microbiologia, Hospital Uni

io Central de Asturias

© Instituto de Investigacion Sanitaria del Principado de Asturias

< Instituto Universitario Oftalmoldgico Ferndndez-Vega

ARTICLE INFO

ABSTRACT

Article history:

Received 30 October 2017

Received in revised form 9 February 2018
Accepted 10 February 2018

Available online 14 February 2018

Keywords:

Blood stream infection
Gram-negative badlli

Extended spectrum B-lactamases
Carbapenemases

Multiplex PCR

Microarray

Blood stream infections are serious conditions associated with high morbi-mortality. In this study, the new Sepsis
Flow Chip (SFC) assay for identification of Gram-negative bacteria and their antimicrobial resistance genes was
evaluated in positive blood cultures (BCs). SFC is a microarray with a broad panel comprising the most frequent
causative agents of sepsis and antimicrobial resistance genes associated with them. A total of 100 prospective BCs,
positive for Gram-negative bacilli, were assessed in the routine of the clinical microbiology laboratory and also
applying the SFC assay. Moreover, 19 BCs spiked with well-characterized enterobacterial isolates, harboring
antimicrobial resistance genes, were analyzed by the latter. Among the monomicrobial BCs (90), the concordance
between SFC identification and the reference method was 94.4%; however, it achieved 100% when SFC was
combined with matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry after 4-h
incubation. Regarding polymicrobial BCs (10), 15 out of the 22 bacteria present (68.2%) were correctly identified,
including all contained in 50% of the cultures. With regard to antimicrobial resistance genes, 98.8%, 98.9%, and
99% concordance was obtained for blacrx.y, blaoxa-as, and blaym, respectively, in comparison with polymerase
chain reaction amplification. SFC assay gives results in only 4 h and showed a high concordance rate with the
reference method. Although further evaluation studies are necessary, SFC assay implementation, together with
antimicrobial stewardship programs, could contribute to improve the therapeutic approaches and to reduce

the morbi-mortality, length of hospital stay, and healthcare-associated costs in patients with sepsis.

© 2018 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Due to the severity of blood stream infections (BSIs), correct identi-
fication of the etiologic agent and prompt instauration of effective ther-
apy can be critical for the patient (Huang et al., 2013; Ledeboer et al.,
2015; Salimnia et al., 2016). It is well known that correct antimicrobial
treatment in the first 6 h is pivotal to reduce morbi-mortality in septic
patients (Opota et al., 2015a). However, the reference methodology,
both for identification (ID) and for antimicrobial susceptibility testing
(AST), is based on subculture of positive blood cultures (BCs), followed
by phenotypic tests which frequently delay by 18-48 h the definitive di-
agnosis of BSI and the correct patient’s management (Salimnia et al.,
2016; Zboromyrska et al., 2015). For this reason, new technologies,
such as those based on matrix-assisted laser desorption/ionization

* Corresponding author. Tel.: +-34-985108000.
E-mail address: javifdom@gmail.com (J. Fernindez).

https://doi.org/10.1016/j.diagmicrobio.2018.02.004
0732-8893/0© 2018 Elsevier Inc. All rights reserved.

time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) or real-time poly-
merase chain reaction (PCR), have been developed for rapid bacterial
ID and AST in positive BCs (Fernandez et al., 2016; Galiana et al., 2017;
Ledeboer et al., 2015). Among these tests, the Sepsis Flow Chip (SFC)
(Master Diagnéstica, Granada, Spain) was recently implemented to
detect the most frequent causative agents of BSI and the most common
resistance determinants associated with them. The SFCis based on mul-
tiplex PCRs followed by automatic reverse hybridization with a large
panel of microbial (Gram-negative bacteria, Gram-positive bacteria,
and Candida spp.) and antimicrobial resistance gene targets.
Gram-negative bacilli (GNB), especially those belonging to Entero-
bacteriaceae, are among the most common microorganisms involved
in sepsis (Fernandez et al., 2016; Opota et al., 2015b). The emergence
of GNB harboring relevant resistance mechanisms, such as extended-
spectrum 3-lactamases (ESBLs) and carbapenemases, has complicated
the empirical treatment of this syndrome (Fernandez et al., 2016;
Salimnia et al., 2016). In fact, according to recent studies, more than
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Table 1
Bacterial identification and antimicrobial resistance gene detection from clinical blood-cultures comparing the reference method and the Sepsis Flow Chip
Sepsis Flow Chip
MALDI-TOF MS and MicroScan (after ~ MALDI-TOF C ry PCR for
N subculture) MS/ahe Identification Resistance gene genes?
1 A. baumannii A baumannii 30 Dlaoxazl blaoxas1 blaoxa2lblaoxasi
1 Ae hydrophila Ae. hydrophia () 0]
1 C. freundii C. freundii Enterobacteriaceae (8]
34 Eocoli E. coli E. coli o
2 E. coli (AMP resistant) E. coli E. coli blasw blasi non-ESBL
3 E. colf ESBL E coli E coli bldcrxa Dblacrxana
2 E. colf ESBL E. coli E coli bldcren blacrxu.s
1 E. coli ESBL® E. coli E coli ldcrew bldoxass blacrxwlbloxass
1 E. coliCP E coli E coli blaoxsse blaoxrss
3 En. cloacae En. cloacae Enterobacteriaceae “
1 En. kobei En. kobei Enterobacteriaceae ©
8 K. pneumoniae K. pneumoniae K. pneumoniae blasy blasinon-ESBL
2 K. pneumoniae (ESBL) K pneumoniae K. pneumoniae blasw blasi ESBL
1 K. pneumoniae (ESBL and CP) K pneumoniae K. pneumoniae blasi blaoxsss blasi ESBUbBoxss
1 K. pneumoniae (ESBL and CP) K pneumoniae K. pneumoniae blasblacxwlblaoxsss  blasa non-ESBLIblacru 1lbloxsss
1 K. varicola K. variicola K. pneumoniae (8]
1 M. morganii M. morganii Proteus spp. )
1 M. morganii ESBL® M. morganii 6 ldcre bldoxass blacrxu -l blaoxsss
5 P. mirabils P. mirabiis Proteus spp. )
1 S. enteritidis Salmonella spp.  Enterobacteriaceae )
5 Se. marcescens Se. marcescens  Se. marcescens (8]
1 Se. marcescens Se. marcescens  Se. marcescens bldcrxu blacrm
8 Ps. aeruginosa Ps. aeruginosa  Ps. aeruginosa 8]
1 Ps. aeruginosa 2] Ps. aeruginosa (8]
1 Ps. aeruginosa Ps. aeruginosa  Ps. aeruginosa Dlacrxn )
1 Ps. putida Ps. putida 2] bl bl
1 Pa mulocida Pa. multocida Al o
1 St maltophila St. maltophiia St. maltophiia )
1 E coliand Ae. cavize E. coli E coli o
1 E. coliand Ec. faecium E coli E. coliand Enterococcus spp. ()
2 E. coliand K. pneumoniae E coli E coliand K. pneumoniae blasw E. mélsbéisw negative and K. pneumoniae blasw
1 E. coliand K. pneumoniae Kp i E coliand K. & blasw r;”:allblasw negative and K. pneumoniae blasiu
1 E. coliand M. morganii E. coli E. cof 8] romES8L
1 E. coli, K. oxytoca, Ec. casseliflavus and K. oxytoca E. coli 8]
Str. anginosus
1 E. coli ESBL and Ec. faecalis E coli E coli blacrcn blacrxas
1 M. morganii and E. faecalts M. morganii Enterococcus spp. blacrcwl bldoxsss blacrxaur
1 K pneumoniae ESBL and St maltophila  St. maltog Ky e and St. biaswlbl K jae blasy ESBL and St maltophilia
mallophila Dlasw negative

N, number of isolates; A, Acinetobacter; Ae, Aeromonas; C, Citrobacer; E, Escherichia; En, Enterobacter; K, Klebsiella; M, Morganella; P, Proteus; S, Salmonella; Se, Serratia; Ps, Pseudomonas;
Pa, Pasteurella; St, Stenotrophomonas; Ec, Enterococcus; Str, Streptococcus; AMP, ampicillin; ESBL, extended-spectrum (-lactamase; CP, carbapenemase-producing.

2MALDI-TOF MS performed after 4 h of incubation.

PA. baumnannii OXA-51-positive result without identification result is presumptive of A. baumannii according to SFC manufacturer’s instructions.

“Shaded genes highlight the discordant results.

9pCR performed from isolates recovered from positive samples to confirm antimicrobial resistance genes detected by Sepsis Flow Chip.

MIC of ERT 0.5 mg/L.

one-third of the patients with sepsis are under ineffective empiric anti- 2. Material and methods

microbial therapy (Ledeboer et al., 2015), thus incrementing the mor-

tality rate from 10% to almost 40% (Salimnia et al., 2016). Taking this All BCs that proved to be positive for GNB according to Gram staining

into account, the present study aimed to evaluate the new SFC for were prospectively collected over a 2-month period (February-March
Gram-negative bacteria directly applied to BCs positive for GNB obtain- 2017) in the Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA, Spain).
ed at a tertiary Spanish hospital. A single BC bottle per patient was included in the study.
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Table 2
Sepsis Flow Chip results from spiked blood cultures
Sepsis Flow Chip
N Species and genes Identification i genes
1 En. asbuniae blaxec Ei i blanuclblam®
1 En. cloacae blacrxms Enterobacteriaceae blactxu
1 En. cloacae blaoxass Enterobacteriaceae Dblaoxas
1 En. cloacae blacxwslblaoxass Enterobacteriaceae blacrulbloxass | blaces®
1 E. coli blactx.m1s/blaoxass E. coli blactxwlbBoxase
1 E. coli blaoxass E. coli Dblaoxas
1 K. pneumoniae blaxec K. blaswlble
1 K. pneumoniae blacrxlblaow K. blaswblactxulbl
1 K. pneumoniae blaoxns K. blasilblaoxa s
1 K. pneumoniae blasi 12l blaoxass K.p blasilblaoxasa
1 K. pneumoniae blactx1s/ blaoxass K. blasivlblactxwlblaoxas [blaces®
1 K. pneumoniae blam K.p blaswlblamil blaoxa.zs
1 K. pneumoniae blam K. blasilblav blaces®
1 K. pneumoniae blamlblaoxass K. blasilblam blaoxs.sa
1 P. mirabilis blactxusz Proteus spp. Dblacru
1 S. enterica blactx.m1o Enterobacteriaceae Dblactxu
1 S. enterica blactxms Enterobacteriaceae Dblactxu
1 S. enterica blasiv12 Enterobacteriaceae Dblasw
1 S. enterica blasuv2 Enterobacteriaceae blasw

N, number of isolates; En, Enterobacter; E, Escherichia; K, Klebsiella; P, Proteus; S, Salmonella.
2 Shaded genes highlight the discordant results.
® blanmcma and blaces genes were confirmed by PCR.

BCs were performed as part of routine practice in the Clinical Micro-
biology Laboratory of the HUCA using the Plus Aerobic/F BCs Plastic Bot-
tles and the BD BACTEC FX system (Becton Dickinson, Sparks, MD, USA).
After subculture, bacterial ID was determined by MALDI-TOF MS
(MicroflexTM; Bruker Daltonik GmbH, Bremen Germany). AST was
done with the MicroScan System (MicroScan; Beckman Coulter, CA,
USA), and results were interpreted according to the Clinical and Labora-
tory Standards Institute (CLSI) breakpoints (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2017).

In parallel and as an objective of the present study, SFC assays were
batch-performed directly on the positive BCs following the manufac-
turer’s instructions (Master Diagndstica). Briefly, 10 pL of each positive
BCbottle was diluted 1/100 with distilled water, and 4 pL of this dilution
was used for the amplification reaction and the reverse hybridization
assay performed in an external thermal cycler and the hibrySpot HS24
platform, respectively. In addition, 200 pL of each positive BC was inoc-
ulated in a Mueller-Hinton plate (Becton Dickinson, Sparks, MD), and
after 4-h incubation, MALDI-TOF MS identification was done as previ-
ously described (Fernandez et al.,, 2016).

Antimicrobial resistance genes detected by SFC were confirmed by
PCR amplification using primers specific for blasyy, blacrx-m-1 group,
blacrx-m-9 group, blaggs-iike, blakpc-tike, blanpm-tike, DlaNMc/MI-like,
blaoxa-23-tike, blaoxa-4s-iike, Pldoxa-s51-like, and blayim.iike, as reported
(Bogaerts et al., 2010; Fernandez et al., 2014; Niiesch-Inderbinen et al.,
1996; Poirel et al., 2011; Turton et al., 2006; Voets et al., 2011). blagyy
amplicons were digested with the restriction enzyme Nhel to
discriminate between non-ESBL- and ESBL-SHV-encoding genes
(Ntiesch-Inderbinen et al., 1996).

In order to evaluate the ability of SFC to detect resistance genes other
than those present in the BC samples under study, the aforementioned
protocols were also applied to blood spiked with a collection of 19
previously characterized enterobacterial isolates producing diverse (3-
lactamases and carbapenemases. For each bacterium, vials containing

10 mL of sterile total human blood were inoculated with 10* CFU, as
previously reported (Fernandez et al., 2016).

3. Results

A total of 100 positive BCs, detected during the study period, were
subjected to routine and SFC assays; 90 and 10 were monomicrobial
and polymicrobial cultures, respectively (Table 1). Among the mono-
microbial BCs, the most frequent bacteria identified by MALDI-TOF
MS/Microscan after subculture (here used as reference method) were
Escherichia coli (43/90; 47.8%), Klebsiella pneumoniae (12/90; 13.3%),
and Pseudomonas aeruginosa (10/90; 11.1%), followed by Serratia
marcescens (6/90; 6.7%), Proteus mirabilis (5/90; 5.6%), Enterobacter clo-
acae (3/90; 3.3%), Morganella morganii (2/90; 2.2%), and several other
species each with a single isolate (1/90; 1.1%): Acinetobacter baumanni,
Aeromonas hydrophila, Citrobacter freundii, En. kobei, K. variicola,
Pasteurella multocida, Ps. putida, Salmonella spp., and Stenotrophomonas
maltophilia (Table 1). In 85 out of the 90 monomicrobial BCs, bacterial
identification by the direct SFC assay was in agreement with the refer-
ence method. This accounts for 94.4% of the present bacteria (and of
the BCs). However, it should be indicated that C. freundii, En. cloacae,
En. kobei, and Salmonella spp. were only identified as Enterobacteriace-
ae; a single isolate of the novel species K. variicola was identified as
K. pneumoniae and accepted as correct because it belongs to one of the
K. pneumoniae phylogenetic groups (Kplll) (Heggman et al., 2004;
Rosenblueth et al., 2004), and,although the single A. baumannii isolate
found in the present study was not detected by SFC, the manufacturer’s
instructions indicate that a blagxa-s1—-positive result, like that observed
herein (see below), allows presumptive identification of this species.
The five isolates which could not be identified correspond to bacteria
that are not targeted by the kit (Ae. hydrophila, Pa. multocida, and Ps.
putida; see Supplemental Table 1) or to detection failure in the case of
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M. morganii which was either not identified or misidentified as Proteus
spp. It is finally of note that all isolates contained in monomicrobial
BCs were correctly identified when SFC was combined with MALDI-
TOF after 4-h subculture, the time needed to obtain the SFC results. In
the case of polymicrobial BCs, the SFC identified all bacteria present in
5 out of the 10 bottles (50%) (Table 1). In the remaining BCs, a single
bacterium was identified either because the kit lacks the corresponding
probes (Ae. caviae, Ec. casseliflavus, and Str. anginosus; Supplemental
Table 1) or because of detection failure (Table 1). In all polymicrobial
BCs, 15 out of the 22 bacteria present (68.2%) were correctly identified.
In contrast, just a single bacterium was identified by MALDI-TOF in each
of the polymicrobial BCs, so the SFC performance was comparatively
better.

With regard to antimicrobial resistance determinants (Table 1), the
most commonly found was blasyy, identified in 18/100 BCs; 14 genes
corresponded to non-ESBL-SHV and four to ESBL-SHV producers.
blacrx-m was detected in 11/100 BCs, 8 of them belonging to the
blacrx-m-o group and 3 to the blacrx-m-1 group. Concerning
carbapenemase-encoding genes, blaoxa_as-iike Was identified in 5/100
BCs, while blapxa-23 together with blagxa_s1 or blaym was found in single
isolates of A. baumannii and Ps. putida, respectively. Among the
monomicrobial BCs, 26/90 were positive for at least 1 of the resistance
genes included in the SFC (Supplemental Table 1), and all but a single
blacrx_m gene in a Ps. aeruginosa isolate were confirmed by specific
PCR (Table 1). Due to the discordance with the antimicrobial resistant
phenotype obtained by AST, the sample positive for Ps. aeruginosa and
blacrx-m was reanalyzed by SFC, and a negative result for the resistance
gene was obtained after repetition. All other ESBL or carbapenemase
phenotypes revealed by MicroScan were in agreement with the SFC
assay. Interestingly, an ESBL-producing E. coli and an ESBL-producing
M. morganii harboring blaoxa-as-iike did not express a carbapenemase
phenotype (ertapenem MICs of <0.5 mg/L), so they were not detected
in the laboratory AST routine. Regarding the polymicrobial BCs, 6 out
of 10 were positive for some of the SFC-targeted resistance genes,
with 2 of them being false positives (Table 1).

Finally, most of the ESBL- and carbapenemase-encoding genes
represented in the spiked blood cultures were detected by the SFC
(Table 2). In fact, only two discordant results were obtained: a false-
positive blapxa23 amplicon was generated for a VIM-producing
K. pneumoniae, and a blagpc carbapenemase gene could not be identified
in an En. asburiae isolate. Interestingly, a blaymvcma gene was found in
the same isolate and further confirmed by PCR, although this gene had
not previously been detected. Similarly, one En. cloacae and two
K. pneumoniae isolates were positive by SFC for previously undetected
blaggs genes, which were again confirmed by PCR.

4. Discussion

Rapid bacterial identification and detection of antimicrobial resis-
tance genes from positive BCs are essential to ensure prompt instaura-
tion of sepsis treatment with the adequate antimicrobial agents,
which can in turn contribute to reduce broad-spectrum antimicrobial’s
usage and to limit resistant strain selection (Fiori et al., 2016; Huang
et al., 2013; Opota et al,, 2015a, 2015b). Several methods for bacterial
identification and detection of antimicrobial resistance from positive
BCs have been developed in the last years. Most of them are based on
different technologies, such as MALDI-TOF MS, PCR, microarrays, or
fluorescence in situ hybridization (FISH) (Fernandez et al., 2016; Galiana
etal,, 2017; Huang et al., 2013; Ledeboer et al., 2015; Opotaetal., 2015b;
Salimnia et al., 2016). SFC provides results in 3-4 h after BCs positivity.
Although some other technologies, like MALDI-TOF or FISH, provide re-
sults in a shorter time, these techniques are mainly focused on microbial
identification (Huang et al., 2013; Opota et al., 2015a, 2015b). Other
PCR-based methods designed for direct performance on positive BCs
give results in 1-2 h, including data of both microbial identification

biology and Infectious Disease 91 (2018) 205-209

and antimicrobial resistance genes. However, some of these platforms
are designed for the detection of a single bacteria, for instance, Xpert
MRSA/SA BC, while others like Filmarray only detect a very limited
number of antimicrobial resistance genes, like mecA, vanA/B, and blagpc,
in addition to bacterial identification (Opota et al., 2015a, 2015b;
Salimnia et al., 2016). The closest platform to SFCis the Verigene micro-
array, which can provide results in about the same time but only targets
eight Gram-negative bacteria and six antimicrobial resistance genes
(Ledeboer et al., 2015; Opota et al., 2015a, 2015b). Thus, among these
methods, the SFC microarray has the more complete panel for both bac-
terial identification of the most common causative agents of sepsis and
detection of highly relevant resistance genes in a single assay.

In this study, 85 out of 87 pathogens in monomicrobial and 15 out of
19 in polymicrobial BCs represented in the SFC panel were correctly
identified, yielding 97.7% and 78.9% concordance with the reference
method (MALDI-TOF MS/Microscan), respectively. However, consider-
ing all bacteria recovered in this study (including those targeted and
untargeted by the SFC panel), 94.4% concordance and 68.2% concor-
dance were obtained with the reference method for monomicrobial
and polymicrobial BCs, respectively. The different concordance rates
were due to the absence of the corresponding probes for 6 out of 112
pathogens (5.4%) in 3 and 2 monomicrobial and polymicrobial BCs.

According to the manufacturer instructions, SFC detects M. morganii
and Proteus spp. using the same probe (PROT/MOR) but differentiates
them by using the “Enterobacteriaceae” probe, which has to be positive
for M. morganii and negative for Proteus spp. In the present study,
M. morganii was misidentified as Proteus spp. in one of the samples
due to the negative result with the "Enterobacteriaceae” probe. Other
samples which were positive for M. morganii by conventional culture
were negative for the PROT/MOR probe, which resulted in no detection
of the bacterium. In a previous evaluation of the SFC, these discrepancies
in M. morganii identification/detection were not reported, but a single
BCwith M. morganii wasincluded (Galiana et al., 2017). Additional stud-
ies are necessary to evaluate the ability of SFC to detect M. morganii in
positive BCs and to improve the kit if necessary.

Regarding antimicrobial resistance detection, 98.8%, 98.9%, and 99%
concordance was achieved for CTX-M, OXA-48, and VIM resistance
markers compared with PCR amplification, respectively. Although
100% concordance was obtained for blasyy when compared with the
specific PCR, only 4 out of 18 pathogens positive for the gene were
ESBL-SHV producers. The lack of discrimination between ESBL- and
non-ESBL-SHV producing Enterobacteriaceae is an important limitation
of the SFC since they involve completely different therapeutic ap-
proaches. This distinction requires additional techniques, such as en-
zyme digestion or sequencing of the PCR amplicons (Ledeboer et al.,
2015; Niiesch-Inderbinen et al., 1996). Recently, Master Diagndstica
has developed a new SHV probe, which is able to discriminate between
ESBL- and non-ESBL-SHV isolates. This probe will be included in a sec-
ond generation of the AMR Direct Flow Chip, which is currently
manufactured for the detection of resistance markers in both (BCs)
and rectal swabs. Until now, SFC has only been evaluated in clinical
BCs by Galiana et al. (2017), who included a high number and diversity
of isolates but a low diversity of resistance genes (only seven blacrx-m,
two blasuy, and no carbapenemase-encoding genes were represented).
The present study comprises a wide variety of bacterial species
contained in both clinical and spiked samples and harboring many dif-
ferent antimicrobial resistance genes. The SFC assay showed a high con-
cordance with the reference method for bacterial identification in the
case of monomicrobial BCs, as already reported by Galiana et al.
(2017). In fact, the combination of SFC with MALDI-TOF after 4-h sub-
culture provides fast and very reliable bacterial identification together
with rapid detection of resistance genes. Moreover, MALDI-TOF MS
identification after 4-h subculture allowed the differentiation of bacteri-
al species targeted by the SFC-Enterobacteriaceae probe. This could be
relevant, for instance, for detection of chromosomal-AmpC-producing
Enterobacteriaceae, such as Enterobacter spp. or C. freundii. In comparison
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with monomicrobial BCs, a lower concordance was obtained for
polymicrobial BCs identification, which still remains a challenge for mi-
croarrays, MALDI TOF MS, and other technologies, as previously reported
(Fernandez et al., 2016; Fiori et al., 2016; Ledeboer et al., 2015; Salimnia
etal, 2016).

With regard to antimicrobial resistance genes, three false-positive
results were obtained. All of them were probably due to contamination
at sample collection or to cross-contamination during the SFC assay
since the presence of the genes could not be confirmed by PCR. More-
over, due to the low prevalence of blagpc-producing Enterobacteriaceae
in our country (Oteo et al, 2015), just two isolates could be tested in a
spiked bottle, with only one of them detected by SFC. Consequently, fur-
ther studies are necessary to evaluate the possibility of blagpc detection
by SFC in positive BCs. Furthermore, a negative result for a resistance
gene by the SFC assay does not exclude the presence of other resistance
genes which are not represented in the panel, so AST performed after
subculture of the BCs bottle will be still necessary.

On the contrary, as an important advantage, the SFC assay detected
blapxa-as in single isolates of E. coli and M. morganii that would have
not been identified as carbapenemase producers by the laboratory rou-
tine AST. According to our records, the patient infected with E. coli was
not previous colonized by a carbapenemase-producing Enterobacteria-
ceae. However, a week after the BSI episode, a rectal swab collected from
the same patient tested positive for an ESBL- and OXA-48-producing
K. pneumoniae, with reduced susceptibility to carbapenems. This supports
the convenience of genotypic detection of resistance mechanisms in phe-
notypic sensitive bacteria for the clinical management of infected patients,
a point that is still subject to debate (Tuite et al., 2014). Another advantage
of SFC is the capacity to identify the novel K. variicola as K. pneumoniae, in
contrast to the false-negative results obtained with other microarrays
(Ledeboer et al., 2015). Moreover, identification of K. pneumoniae together
with a blasyy-negative result strongly supports the presence of K. variicola
due to the association between K. pneumoniae phylogenetic groups and
chromosomal 3-lactamase genes (Haeggman et al., 2004).

In conclusion, SFC assay combined with MALDI-TOF MS after 4-h in-
cubation showed a high concordance rate with the reference method
for both identification and resistance gene detection in positive BCs bot-
tles. The large SFC panel enables the prompt identification of the most
frequent causative agents of sepsis and also of the more common anti-
microbial resistance genes associated with them, particularly CTX-M
and carbapenemase-encoding genes. Although the SFC requires low
working hand and manipulation of the samples, giving results in only
4 h, it is optimized when performed in batch, so clinical microbiology
laboratories could decide “how” and “when” would be worthwhile to
implement the SFC assay in the routine workflow. Although further
improvement would be convenient, early bacterial identification and
detection of highly relevant antimicrobial resistance genes by imple-
mentation of the SFC assay in clinical microbiology laboratories,
together with antimicrobial stewardship programs, could contribute
to improve the therapeutic approaches and to reduce the morbi-
mortality and healthcare-associated costs in patients with sepsis.

Supplementary data to this article can be found online at https://doi.
org/10.1016/j.diagmicrobio.2018.02.004.
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ARTICLE INFO SUMMARY
Article history: Background: Carbapenemase-producing Enterobacterales (CPE) represent a serious threat
Received 18 March 2020 to public health. Clinical microbiology laboratories (CMLs) need effective protocols for
Accepted 27 April 2020 screening and confirmation of CPE.
Available online 1 May 2020 Aim: To prospectively evaluate an algorithm for the screening of carbapenemase-
producing Klebsiella pneumoniae in an OXA-48 endemic hospital.
Keywords: Methods: The algorithm was based on a disc diffusion assay using ertapenem and temo-
OXA-48 cillin, which also served as a purity check for routine automated antimicrobial suscepti-
Carbapenemase bility testing. All isolates with minimal inhibitory concentrations >0.5 mg/L or zone
Temocillin inhibition diameters <25 mm for ertapenem (Criterion 1) and <12 mm for temocillin
Algorithm (Criterion 2) were tested sequentially by an OXA-48 lateral flow immunochromatographic
Enterobacterales assay and a multiplex polymerase chain reaction targeting VIM, KPC and OXA-48. If neither
test was positive, the modified Hodge test or CARBA NP test was used.
m Findings: Over 2 years, 2487 K. pneumoniae were assessed by the algorithm proposed, and
e’ 378 (15.20%) met both criteria. Of these, 98.68% (373/378) were either confirmed as OXA-

48 producers or originated from patients with a previous CPE isolate that maintained the
same resistance phenotype over time. The remaining three K. pneumoniae were VIM
producers. Only two of the 378 isolates (0.53%) did not produce carbapenemase, despite
meeting Criteria 1 and 2.
Conclusion: The algorithm described combined the most sensitive carbapenem for CPE
detection with a cut-off for temocillin that was highly specific for detection of OXA-48. It
is reliable and easy to apply in routine CML work flow, allowing rapid detection of CPE
isolates and hence prompt implementation of infection control measures and targeted
antimicrobial regimens.

© 2020 The Healthcare Infection Society. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Over the last decade, decreased susceptibility to carbape-
nems has been increasing worldwide in Gram-negative clinical

https://doi.org/10.1016/j.jhin.2020.04.044
0195-6701/© 2020 The Healthcare Infection Society. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

85



RESULTADOS

660 C. Rodriguez-Lucas et al. / Journal of Hospital Infection 105 (2020) 659—662

isolates, mainly in Enterobacterales [1]. The mechanisms
conferring reduced susceptibility to carbapenems in Enter-
obacterales are mainly divided into two groups: (i) hyper-
production of AmpC or extended-spectrum p-lactamases
(ESBLs) combined with altered membrane permeability; and
(ii) production of carbapenemases [carbapenemase-producing
Enterobacterales (CPE)] [2—4]. The potential for spread of
carbapenem resistance among Gram-negative bacterial spe-
cies, and the multi-drug-resistant phenotype usually expressed
by CPE isolates, mean that these bacteria are of particular
concern as they represent a serious threat from a public health
perspective [1,4]. Despite efforts to control their spread over
recent years, CPE have disseminated and established in several
countries worldwide, becoming endemic in many healthcare
institutions [5]. Among them, Klebsiella pneumoniae is by far
the most frequently encountered species worldwide, and OXA-
48 is the most common carbapenemase reported in Spain and
other countries in Europe, the Middle East and North Africa
[5,6]. Rapid detection of CPE is the most important step to
implement prompt infection control measures in order to ini-
tiate appropriate antimicrobial therapy and to prevent further
dissemination [7]. The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) guidelines recommend the
detection of carbapenemase producers among all Enter-
obacterales with minimum inhibitory concentrations (MICs) of
ertapenem or meropenem >0.125 mg/L or disc diffusion zone
diameters <25 mm and <28 mm, respectively [8]. In this con-
text, several methods for carbapenemase detection have been
developed, including phenotypic tests such as the combination
disc test, colorimetric assays based on carbapenem hydrolysis,
and lateral flow assays. Molecular tests based on polymerase
chain reaction (PCR), which are still the reference standard,
are also available [4]. Nonetheless, the phenotypic detection
of carbapenemase producers with a low level of carbapenem
hydrolysis, such as those positive for OXA-48, remains chal-
lenging [4,9]. As such, several authors have proposed temo-
cillin resistance as a surrogate marker for detection of OXA-48
producers [1,4,7,9,10]. The increase of Enterobacterales with
reduced susceptibility to carbapenems, CPE and non-CPE
makes it necessary to implement algorithms for CPE detec-
tion in clinical microbiology laboratory (CML) work flows, pro-
viding prompt and accurate results with minimal cost and
labour input. The aim of this study was to describe and eval-
uate an algorithm which incorporates testing of temocillin
resistance for the screening and confirmation of
carbapenemase-producing K. pneumoniae, performed in an
OXA-48 endemic hospital [11].

Methods

All K. pneumoniae isolates recovered from clinical samples
of patients admitted to the Hospital Universitario Central de
Asturias, Spain, from June 2017 to June 2019 were collected
prospectively. The isolates were first identified with matrix-
assisted laser desorption/ionization-time of flight mass spec-
trometry (Microflex; Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Ger-
many), and antimicrobial susceptibility testing (AST) was
performed subsequently using the MicroScan system (Beckman
Coulter, Pasadena, CA, USA). The results were interpreted
according to the breakpoints recommended by the Clinical and
Laboratory Standards Institute [12]. In parallel, a disc diffusion

assay with ertapenem (10 pg) and temocillin (30 pg) was per-
formed in a Mueller-Hinton agar plate (Becton Dickinson,
Sparks, MD, USA). The same bacterial inoculum was used for
the MicroScan and the disc diffusion assays, which served as a
purity check for the automated AST. Zone diameters were
measured after overnight incubation at 37°C, during the same
period when AST results were produced by the automated
methods. Isolates showing zone inhibition diameters <25 mm
(or MICs >0.5 mg/L) for ertapenem (Criterion 1) and <12 mm
for temocillin (Criterion 2) were subjected to the work flow
described in Figure 1, unless a CPE isolate was recovered from
the same patient in the last 6 months and its resistance phe-
notype was maintained over time. All other bacteria which met
the two criteria were tested sequentially by a lateral flow
immunochromatographic (IC) assay (OXA-48 K-SeT Coris Bio-
Concept, Gembloux, Belgium) and a multiplex PCR targeting
VIM-, KPC- and OXA-48-encoding genes (RealCycler, Progenie
Molecular, Valencia, Spain). If neither of these tests were
positive, the modified Hodge test or CARBA NP test was used
[2]. Moreover, isolates which met Criterion 1 but showed zone
inhibition diameters >12 mm for temocillin were assessed by
the modified Hodge test or the CARBA NP test; if they were
positive, they followed the same protocol as above (Figure 1).

Results and discussion

Over the study period, 2487 K. pneumoniae isolates were
recovered from inpatients from the study hospital, and 378
(15.20%) met the two criteria. Of these, 373 (98.68%) were
confirmed as OXA-48 producers (N=250) or were recovered
from patients in whom OXA-48-producing isolates had been
detected in the previous 6 months (N=123). These isolates
were assumed to be OXA-48 producers if their resistance phe-
notype did not change over time. Two hundred and fifty-five
isolates were subsequently analysed by the work flow pro-
posed. Only five were negative for OXA-48 in the IC assay, but
three tested positive for blay,y using real-time PCR. In con-
trast, two isolates that met Criteria 1 and 2 of the algorithm
(0.53%) were negative for all tests, including the modified
Hodge test or CARBA-NP test, and were classified as non-CPE
(Figure 1). Fifteen isolates met Criterion 1 but not Criterion 2
as the temocillin inhibition zone was >12 mm. Fourteen iso-
lates were negative for the modified Hodge test or CARBA NP
test and were therefore categorized as non-CPE. The remaining
isolate had a MIC for ertapenem of 1 mg/L, a temocillin
inhibition diameter of 14 mm, and was positive for the modified
Hodge test and the OXA-48 IC assay (Figure 1). In most cases,
implementation of the ertapenem and temocillin disc diffusion
tests as purity checks for the automated AST and the work flow
of the algorithm allowed confirmation of CPE within 24 h of
bacterial identification.

According to the current EUCAST guidelines, all Gram-
negative bacteria with MICs for ertapenem >0.125 mg/L or
disc diffusion zone diameters <25 mm should be analysed for
carbapenemase production [8]. However, most panels for
automated AST systems only detect MICs for ertapenem >0.5
mg/L, and most CMLs do not perform disc diffusion assays as
routine susceptibility tests. Therefore, bacteria producing
enzymes with a low level of carbapenem hydrolysis, such as
OXA-48, may not be detected [9]. The ability of OXA-48-
producing isolates to hydrolyse temocillin has been suggested
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Klebsiella pneumoniae isolated over the 2-year study period: N=2487

Criterion 1: MIC of ertapenem >0.5 mg/L or inhibition diameter <25 mm

Criterion 2: Temocillin inhibition diameter <12 mm

N=378

Temocillin inhibition diameter >12 mm
N=15

Patient with previous CPE isolate that
maintained the same resistance
phenotype N=123

OXA-48; N=123

Same day as

OXA-48; N=250

Patient without previous CPE
isolate
N=255

l N=255

Lateral flow IC assay

AST results

OXA-48 K-SeT
[ s

CPE
VIM; N=3
OXA-
A 48/VIM/KPC
P A=l real-time PCR
i 1 N=2
Lateral flow IC N=1
assay OXA-48 K-SeT Modified Hodge 24 I after
N=2 test AST results
or
Non-CPE N=14 CARBA NP test

Figure 1. Algorithm proposed for the phenotypic screening and confirmation of carbapenemase-producing Klebsiella pneumoniae per-
formed in an OXA-48 endemic hospital in Spain. Solid line represents isolates that met Criteria 1 and 2; dashed lines represent isolates
that met Criterion 1 alone. AST, antimicrobial susceptibility testing; CPE, carbapenemase-producing Enterobacterales; MIC, minimum
inhibitory concentration; IC, immunochromatographic; PCR, polymerase chain reaction.

as a good marker for the screening of OXA-48 producers, par-
ticularly in regions with high prevalence of this carbapene-
mase, such as Spain [6,9,10]. The modified cut-off value for
disc diffusion zone diameter (<12 mm) proposed by Huang
et al. [10] shows high discriminatory power to distinguish
between OXA-48 producers and carbapenemase-negative iso-
lates. Previously, Dortet el al. proposed an algorithm based on
faropenem and temocillin discs for the screening of CPE, which
showed excellent specificity and positive predictive value
(96.9% and 92.5%, respectively) for detection of OXA-48 pro-
ducers. In this study, the authors highlighted the disadvantage
that their algorithm is intended for CMLs using disc diffusion
assays for routine susceptibility testing [7]. In the present
algorithm, implementation of disc diffusion assays with erta-
penem and temocillin is proposed in the purity checks of AST
performed with automated systems, avoiding the afore-
mentioned disadvantage. In the authors’ opinion, this algo-
rithm has several advantages: (i) ertapenem disc diffusion
assays comply with the EUCAST recommendations for CPE
detection, using the most sensitive carbapenem available; (ii)
inclusion of temocillin gives high specificity for OXA-48 detec-
tion, avoiding the false-positive results that could be obtained
with ertapenem disc diffusion due to ESBL or AmpC production
in combination with altered membrane permeability; and (iii)
results are obtained at the same time as those of AST (24 h).
Moreover, it is well documented that IC assays detecting a

single target are less expensive than those detecting multiple
targets or molecular techniques. Furthermore, IC assays for
CPE detection from bacterial colonies are faster (~15 min)
than other phenotypic or molecular methods (0.5—24 h) [3].
Therefore, inclusion of the IC assay for early detection of OXA-
48 in the laboratory work flow during the study period reduced
the requirement for further complementary testing to five
isolates, saving time and resources. The algorithm presented
shows high capacity to discriminate between CPE and non-CPE,
although two isolates (0.53%) were non-CPE despite meeting
the criteria for ertapenem and temocillin inhibition zones (or
MICs). In contrast, a single isolate of K. pneumoniae did not
meet the temocillin criteria but was shown to produce OXA-48.
Moreover, although 98.68% (373/378) of the isolates that met
the two criteria were confirmed as OXA-48 producers (or
recovered from patients with previous CPE detection, main-
taining the same resistance phenotype in the last 6 months),
three isolates that met both criteria were VIM producers, an
enzyme that has been shown to hydrolyse temocillin [10]. This
result shows the need to confirm the carbapenemase type by IC
assay or molecular techniques. However, the algorithm
described — which, until now, had only been applied to
K. pneumoniae — was designed for implementation in geo-
graphical areas with a high prevalence of OXA-48 producers.
In conclusion, despite the above limitations, the algorithm
proposed is easy to apply and reliable, and the results are
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obtained within the same time scale as those for AST for most
isolates. In healthcare settings with a high prevalence of OXA-

48
ad

producers, use of this algorithm could save unnecessary
ditional testing for confirmation of CPE, and labour and

material costs, while providing rapid results that will allow
prompt implementation of targeted antibacterial therapy and
control measures to prevent CPE dissemination.
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DISCUSION

El propoésito de esta tesis doctoral es el estudio epidemiologico de bacterias de
especial interés, por ser resistentes a antimicrobianos de Ultima linea o por las escasas
alternativas terapéuticas disponibles frente a ellas. Se profundiz6, ademas, en el estudio
de las bases moleculares de sus mecanismos de resistencia. Todas las bacterias utilizadas
fueron recuperadas de pacientes atendidos en dos hospitales del norte de Espana: el
Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA) y el Hospital El Bierzo (HEB).
Complementariamente se han evaluado algoritmos y técnicas diagnésticas encaminados
a la deteccion de algunas de ellas en los laboratorios de microbiologia clinica.

Los estudios de epidemiologia de la resistencia y de los mecanismos implicados
se han enmarcado dentro de los tres primeros objetivos de la tesis. En ellos se han
estudiado bacterias pertenecientes a géneros muy diversos, con resistencias adquiridas y
escasas alternativas terapéuticas que ademas han causado brotes o situaciones de endemia
en el HUCA o el HEB en los ultimos afios. Las bacterias estudiadas, los periodos de

tiempo de seleccion y el hospital de recogida se muestran a continuacion (Tabla VII).

Tabla VII: Aislados bacterianos analizados y criterios de inclusion.

) ) Periodo de o ) )
Bacteria Hospital ) N Criterio de inclusion Articulo®
estudio
Acinetobacter Marzo- ) ) )
HUCA ) 49  Resistencia a carbapenémicos 1
baumannii Septiembre 2017
Enterococcus ) ) o 2 (No
HEB 2018 28 Resistencia a vancomicina )
faecium publicado)
Resistencia a LZD en aislados
HUCA 2013-2016 5 ) ) 3
Staphylococcus invasivos (SNC)
epidermidis Primeros aislados disponibles
HUCA 2011-2017 44 ) 4
resistentes a LZD
Enterococcus HER Febrero- Resistencia a LZD mediada 5 (No
faecalis Diciembre 2018 por genes transferibles publicado)

HEB: Hospital El Bierzo; HUCA: Hospital Universitario Central de Asturias; N: Numero de aislados
caracterizados a nivel molecular; LZD: Linezolid; SNC: Sistema nervioso central.

2: Los articulos se numeran de acuerdo con el orden de presentacion en el apartado de Resultados.

La heterogeneidad de las bacterias estudiadas en los diferentes objetivos de la tesis
muestra, sin embargo, importantes puntos en comin que mantienen la unidad tematica de

la misma. Entre ellos destacan los siguientes:
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- Se trata de bacterias con un importante papel en la infeccion relacionada con la
asistencia sanitaria (IRAS) (EPINE, 2019).

- Se encuentran altamente adaptadas al entorno hospitalario, perteneciendo la
mayoria a clones de alto riesgo.

- Debido a sus propiedades de resistencia, existen escasas alternativas terapéuticas
para luchar contra ellas.

- En muchos casos, la resistencia frente a los antimicrobianos estudiados esta

codificada por genes potencialmente transferibles a través de elementos moviles.

A pesar de que el estudio a nivel molecular solo se llevd a cabo en aislados
seleccionados en momentos concretos, en cada uno de los objetivos se realiza un amplio
seguimiento temporal, que permite conocer la tendencia de la prevalencia de las
resistencias y de las bacterias estudiadas a lo largo de los afios, lo cual ayuda a
contextualizar los datos. Los distintos andlisis realizados nos permiten confirmar
realidades preocupantes, que son diferentes en cada uno de los hospitales:

- Elevada prevalencia de la resistencia a vancomicina en aislados de E. faecium
en el HEB.

- Importante reservorio de aislados de S. epidermidis y A. baumannii con

resistencia a linezolid y carbapenémicos, respectivamente, en el HUCA.

Sin embargo, y como dato alentador, en ambos hospitales las medidas de control
de infeccion instauradas, la implementacion de programas PROA y la disminucion del
consumo de ciertos antimicrobianos ha tenido efectos positivos en cuanto a disminucion
de la prevalencia de estas bacterias multirresistentes, las IRAS producidas por las mismas
y el descenso del consumo de otros antimicrobianos de ultima linea con efectos toxicos
considerables. Todo ello resalta la importancia que tienen el seguimiento epidemiologico,
los estudios moleculares y la instauracion de medidas eficaces para el control de las
bacterias multirresistentes en el ambiente hospitalario, como ya se ha demostrado
repetidamente en la literatura cientifica (Mulanovich et al., 2010; Rodriguez-Bafio ef al.,
2012; Humphreys, 2014; Tacconelli et al., 2014; Gavalda et al., 2016; WeBels et al.,
2018).

A continuacion, se discutiran uno a uno los resultados obtenidos en cada uno de

los objetivos de la tesis.
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4.1. Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos en el Hospital

Universitario Central de Asturias (Articulo 1, Objetivo 1)

En el Articulo 1 se evalu6 la eficacia a largo plazo de la implementacion de un
paquete de medidas (intervencion) en la UCI del HUCA con el objetivo de reducir la
prevalencia de un patdgeno critico, el A. baumannii resistente a carbapenémicos (CRAB,
carbapenem-resistant A. baumannii). Ademas, se analizd el impacto que tuvo dicha
intervencion en el consumo de un antimicrobiano de ultima linea, la colistina. Con el fin
de conocer los clones de esta especie circulantes en el hospital y sus principales
determinantes de resistencia una vez finalizada la intervencion, un afio aproximadamente
después de esta se llevd a cabo un estudio molecular de los aislados recuperados en ese
momento.

Durante el periodo de estudio (2015-2018) se recuperaron un total de 1.154
aislados de 4. baumanni, de los cuales el 86,05% fueron resistentes a carbapenémicos.
Se trata de un elevado porcentaje, en la linea con lo documentado en informes previos de
prevalencia de CRAB en Espana (Fernandez-Cuenca et al., 2013; Villar et al., 2014;
Dahdouh et al., 2017). La UCI del HUCA ha sufrido durante més de 18 afios una endemia
por CRAB, a pesar de aplicar las medidas estandar de control de infeccion: cultivos
periddicos de vigilancia activa, aislamiento de contacto de pacientes
infectados/colonizados, programas de descontaminacién ambiental, higiene de manos y
formacion continuada del personal de la unidad (Garnacho-Montero et al., 2015;
Escudero et al., 2017). Es bien conocida la dificultad para erradicar este microorganismo
de las UCI, debido entre otros factores a su larga supervivencia en materiales inanimados,
muchos de los cuales son ademas de dificil limpieza (respiradores, teclados, pantallas,
esfigmomanometros, etc.). La implementacion de protocolos exhaustivos que mejoren la
efectividad de los procedimientos de limpieza ambiental, como el one room, one wipe
(Gavalda et al., 2016), han demostrado previamente su eficacia en la erradicacion de
CRAB en estas unidades. De esta forma, en Abril del afio 2016 se implant6 en la UCI del
HUCA un protocolo de limpieza profunda que se ha mantenido hasta la fecha, con el
objetivo de reducir la prevalencia de CRAB en la unidad. La intervencion se baso
principalmente en mantener las medidas de control de infeccion estdndar anteriormente
comentadas y bloquear los boxes durante dos dias tras las altas de pacientes de la unidad,
con el fin realizar al menos cuatro limpiezas terminales antes del siguiente ingreso, seis

si el paciente dado de alta habia estado colonizado/infectado por una bacteria
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multirresistente y hasta 12 si lo habia estado por un CRAB. Ademads, en los boxes
cerrados en los que se podia llevar a cabo la desinfeccion con perdxido de hidrogeno, ésta
se realizo durante uno o dos dias al mes (Escudero ef al., 2017). Como muestra la Figura
1 del Articulo 1, el nimero de aislados de CRAB se redujo drasticamente durante el
periodo de estudio. Asi, el porcentaje de resistencia a carbapenémicos en A. baumannii
pasé de un 93,57 a un 74,65% en el HUCA, siendo este descenso especialmente marcado
en la UCI (94,61 a 68,75%), pero también importante en el resto del hospital (91,75 a
75,40%). Estos resultados muestran que la intervencion implementada en Abril del 2016
y mantenida hasta la fecha en la UCI, principal nicho de CRAB, ha sido efectiva a lo
largo del tiempo, especialmente en esta unidad donde hasta la fecha no se han descrito
nuevos brotes causados por esta bacteria. De hecho, los aislados de CRAB obtenidos en
la UCI desde la intervencion fueron recuperados de pacientes infectados o colonizados
por CRAB previamente a su ingreso en la unidad. Aunque la intervencion también tuvo
un importante efecto en la disminucion del nimero de CRAB en el resto del HUCA, se
ha seguido detectando un nimero no desdefiable de aislados durante todo el periodo de
estudio. Este cambio epidemioldgico en el nicho de CRAB fue previamente documentado
por Villar et al., en cuyo trabajo se describio un descenso en la incidencia de CRAB en
las UCI, debido probablemente a las medidas de prevencion de la infeccion acometidas
en estas unidades, y un incremento en el resto de unidades de los hospitales (Villar et al.,
2014). Esto supone un cambio en cuanto al reservorio de CRAB, ya que cldsicamente se
han considerado las UCI como reservorio principal, a partir de las cuales éstos
microorganismos se dispersaban al resto de servicios del hospital a través de los pacientes
dados de alta desde esta unidad (Apisarnthanarak et al., 2008; Thatrimontrichai et al.,
2020). Dicho cambio de reservorio supone un reto importante para las actividades de
control de la infeccion, debido a una mayor complejidad y diversidad de funcionamiento
de los diferentes servicios, asi como a una desigual uniformidad en cuanto a la aplicacion
de las medidas en los servicios no UCI (Garcia-Ortega et al., 2011). Los resultados de
esta tesis muestran por tanto como la aplicacion de medidas de control de la infeccion
limitadas a la UCI no son suficientes para erradicar los CRAB de los hospitales, si estas
no se amplian a todo el hospital al completo. Por el contrario, la aplicacion de paquetes
de medidas, como los implementados aqui en la UCI, adoptados en todo el entorno
hospitalario si han demostrado ser efectivos en el control de la dispersion de CRAB en

los hospitales (Rodriguez-Baiio et al., 2009).

94



DISCUSION

Un descenso de los microorganismos resistentes a antimicrobianos de amplio
espectro en un determinado entorno deberia llevar consigo un descenso en la prescripcion
de antimicrobianos de ultima linea. El presente trabajo es un paradigma de ello y, de
hecho, tal y como se puede ver en la Figura 1 del Articulo 1, el descenso en el nimero de
CRAB durante el periodo de estudio se vio acompafiado de un descenso en el consumo
de colistina, desde 1,16 a 0,39 dias de tratamiento (DOT)/100estancias en el HUCA. La
colistina es un antimicrobiano de ultima linea que ha resurgido en los ultimos afios y cuyo
uso sistémico esta reservado principalmente para el tratamiento de infecciones producidas
por bacilos Gram-negativos multirresistentes en los que otros antimicrobianos de amplio
espectro, como los carbapenémicos, ya no son efectivos. Recientemente un trabajo ha
descrito una relacion entre el incremento de incidencia de CRAB y un posterior aumento
en el consumo de colistina (Lopez-Lozano et al., 2019), fendémeno inverso a lo observado
en la presente tesis.

De los 49 aislados de CRAB, pertenecientes a pacientes ingresados en 13 servicios
diferentes y recuperados durante un periodo de nueve meses (Marzo-Noviembre de
2017), aproximadamente un afio después de la intervencion en la UCI, un alarmante
porcentaje de ellos (97,96%) cumplié criterios XDR (segun los propuestos por
Magiorakos et al), siendo tan solo uno de ellos resistente Unicamente a los
carbapenémicos (Magiorakos ef al., 2012). Los aislados XDR fueron solamente sensibles
a la colistina (100%) y siete de ellos a la ceftazidima (14,58%). En todos se detectaron
los genes blaoxa-si-ike (intrinseco en A. baumannii) y blaoxa-23-iike, mientras que en el
unico aislado no XDR se encontraron los genes blaoxa-si-like y blaoxa-24-like. La resistencia
a carbapenémicos puede incrementar la mortalidad de los pacientes con infecciones por
A. baumannii (Lemos et al., 2014). Esto puede ser debido a una mayor probabilidad de
recibir un tratamiento antimicrobiano empirico inadecuado, debido al alto porcentaje de
cepas CRAB expresando fenotipos XDR (Lemos et al., 2014; Villar et al., 2014). La
colistina usada en monoterapia o combinada con aminoglicdsidos, tigeciclina,
rifampicina o sulbactam son con frecuencia las Unicas alternativas terapéuticas para el
tratamiento de infecciones producidas por aislados de CRAB multirresistentes (Ruiz et
al., 2007; Isler et al., 2018; Lowe et al., 2018). Ninguno de los aislados del presente
estudio fue resistente a colistina; sin embargo, todos los aislados XDR lo fueron a todos
los aminoglicésidos testados, incluida la amikacina, y en todos menos uno se detectd la
presencia de la metilasa del ARNr 16S codificada por el gen armA. Este gen se ha

asociado a un alto nivel de resistencia a aminoglicdsidos y, aunque es mas frecuente en
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especies pertenecientes al orden Enterobacterales, también ha sido descrito en aislados
de A. baumannii, mayoritariamente en Asia (Doi ef al., 2007). Algunos autores han
sugerido el cribado mediante PCR de este gen (y otros codificadores de metilasas del
ARNTr 16S) en Enterobacterales y BGNNF que presenten CMI elevadas (>256 mg/L) a
los aminoglicosidos, debido a su capacidad de dispersion a través de elementos
potencialmente moviles (Doi et al., 2007). La expansion de clones de CRAB
multirresistentes y portadores de genes de resistencia transferibles como el armA o el mcr
(gen transferible responsable de resistencia a colistina) constituye un grave problema,
puesto que limita seriamente las opciones de tratamiento (Doi et al., 2007; Liu et al.,
2016; Ma et al., 2019). Recientemente se han descrito brotes por clones CRAB blaoxa-
234ike Y armA positivos en Italia y Grecia, en este tltimo caso con un importante nimero
de aislados resistentes también a la colistina (Brigante et al., 2012; Palmieri et al., 2020).
Mientras, en Espafia nuestro estudio supone la segunda descripcion del gen armA en A.
baumannii, destacando que la primera se produjo en aislados CRAB productores de
OXA-23 en Galicia (Merino et al., 2014).

Como se puede ver en la Figura 2 del Articulo 1, los 49 aislados presentaron 16
perfiles de PFGE (Pulsed field gel electrophoresis) diferentes y todos excepto dos fueron
agrupados en un cluster (A) con un coeficiente de similitud de Sorensen > 0,75. Todos
los aislados de dicho Cluster pertenecieron al clon secuencia tipo (ST) 218 (segln el
esquema de MLST de Oxford) excepto uno que pertenecio al ST1801. Los dos aislados
restantes fueron asignados a ST1379 y ST1803, siendo las ST1801 y 1803 descritas por
primera vez en este trabajo.

El clon ST218 del esquema Oxford se encuentra dentro del ST2 del esquema
Pasteur, perteneciendo ambos al complejo clonal (CC) 92/2 (de acuerdo a los esquemas
de Oxford y Pasteur, respectivamente), el cual es conocido como Clon Internacional (CI)
IT (Tomaschek et al., 2016). En el presente trabajo se decidi6 realizar el tipado MLST
mediante el esquema Oxford, debido a su mayor poder de discriminaciéon comparado con
el Pasteur, especialmente dentro del CI-II (Grosso et al., 2011; Tomaschek et al., 2016).
Asi, el esquema Oxford discrimina al menos 15 ST diferentes (incluido el ST218) dentro
del ST2 del esquema Pasteur (Tomaschek et al., 2016). Los aislados de CRAB del CI-II
son responsables de la mayoria de brotes descritos a nivel mundial (Zarrilli et al., 2013).
En Espaiia, el clon ST2 (esquema Pasteur) ha sido el mas prevalente durante las Gltimas
dos décadas (Villalon et al, 2011, 2015, 2019; Villar et al., 2014). Tal y como se

comento, todos excepto uno de los aislados estudiados fueron productores de OXA-23,
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que es la carbapenemasa mas ampliamente diseminada en CRAB en todo el mundo
(Poirel et al., 2006; Dahdouh ef al., 2017). Durante las dos tltimas décadas en los paises
de la cuenca mediterranea los aislados de CRAB productores de OXA-23, principalmente
los pertenecientes al CI-II, han ido reemplazando progresivamente a aislados de A.
baumannii productores de otros tipos de carbapenemasas OXA diferentes, que habian
sido previamente predominantes (D’ Arezzo et al., 2011; Grosso et al., 2011; Liakopoulos
et al., 2012; Manageiro et al., 2012; Mezzatesta et al., 2012; Minandri et al., 2012; Saule
et al., 2013; Schleicher et al., 2013). En la peninsula ibérica, los aislamientos de CRAB
han estado mayoritariamente asociados a clones endémicos productores de OXA-24/40 y
OXA-58 hasta el afio 2006 cuando en Portugal se describié un reemplazo del clon
predominante (OXA-24/40) por un clon productor de OXA-23 (Lopez-Otsoa et al., 2002;
Da Silva et al., 2004; Acosta et al., 2011; Grosso et al., 2011; Martinez-Lamas et al.,
2014). Concretamente en Espafia, los aislados de CRAB han estado mayoritariamente
asociados a las enzimas OXA-24/40 y OXA-58 desde al menos el afio 1997 hasta el 2010
(Ruiz et al., 2007; Villalon et al., 2011, 2013, 2015, 2019). A partir de la primera
deteccion de A. baumannii productor de OXA-23 en nuestro pais en el afio 2010 (Espinal
et al., 2013), tan solo se ha descrito un nimero limitado de estos aislados. El primer
aislado de CRAB productor de OXA-23 fue asignado al clon ST2 (CI-II), se obtuvo de
una paciente ingresada en la UCI de un hospital de Palma de Mallorca y su origen
epidemiologico se relacion6 con un viaje reciente a Francia y Portugal (Espinal et al.,
2013). En ese mismo aiio 2010, se describieron los primeros brotes hospitalarios causados
por aislados OXA-23 en Espana. El primero de ellos en mayo, en la UCI de un hospital
de Cadiz por un clon ST1 (CI-I) (Guerrero-Lozano et al., 2015) y el segundo en octubre,
también en la UCI, esta vez en un hospital de Barcelona por un clon ST85 (CI-II)
(Mosqueda et al., 2013). Posteriormente se describié un nuevo brote en la UCI de un
hospital de A Corufia, durante un periodo de un afio (Julio de 2011-Julio de 2012), debido
aun clon ST118 (en este Gltimo caso segin el esquema Oxford) (CI-II), coproductor de
blaoxa-23-ike y armA y cuyo caso indice fue una paciente trasladada desde un hospital de
Portugal (Merino et al., 2014). Recientemente, Dahdouh et al., encontraron una mayor
prevalencia de los genes blaoxa-24-like (62,71%) y blaoxa-ss-iike (13,56%) sobre el gen
blaoxa-23-ike (11,86%), en 59 aislados de A. baumannii recuperados de hemocultivos en
un hospital de Madrid durante el periodo 2009-2013 (Dahdouh et al., 2017). Estos datos,
junto con los resultados de la presente tesis, en la cual todos a excepcion de uno de los

aislados de CRAB fueron productores de OXA-23, reflejan diferencias regionales en la
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epidemiologia de estas bacterias en Espafia. Los aislados de CRAB en Espafia podrian
estar disparandose interregionalmente y, de hecho, un ejemplo es la deteccion del aislado
portador del gen blaoxa-24-ike €n nuestro estudio, que fue recuperado de una paciente que
habia estado viviendo en Madrid y habia sido atendida en un hospital de esa ciudad dos
meses antes de su ingreso en el HUCA.

Resulta interesante que el tinico aislado blaoxa-24-like encontrado fuese inicamente
resistente a carbapenémicos, mientras que todos los aislados blaoxa-23-iike fuesen XDR.
Sin embargo, varios autores ya sugirieron la posibilidad de que el reemplazo de clones de
CRAB productores de enzimas OXA de diferentes tipos por clones OXA-23 podria estar
relacionado, entre otros factores, con los perfiles de multirresistencia expresados por estos
ultimos. Ello favoreceria su establecimiento y dispersion en el ambiente hospitalario,
especialmente en unidades con elevada presion antimicrobiana como las UCI (Grosso et
al.,2011; Mosqueda et al., 2013).

Por tanto, y para concluir este apartado de la tesis, nuestro trabajo supone la
primera descripcion en Espafa de aislados de 4. baumannii pertenecientes al clon ST218
portadores del gen blaoxa-23ike y la segunda descripcion en nuestro pais de este
microorganismo portando a la vez el gen blaoxa-23-iike y €l gen armA. Los resultados
obtenidos muestran una vez mas el establecimiento y dispersion del gen blaoxa-23-like €n
clones de CRAB XDR y sugieren un cambio en el tipo de carbapenemasa en Espana, al
igual que ocurriera previamente en otros paises de Europa y la cuenca mediterranea,
aunque este remplazo podria tener una prevalencia diferente en funcion de la region del
pais. La diseminacion a nivel global de clones de CRAB portadores del gen blaoxa-23-like
y expresando fenotipos XDR es un motivo de preocupacion, especialmente si ademas son
portadores de genes de resistencia potencialmente transferibles como el armA o el mcr,
lo cual limitaria ain mas las opciones de tratamiento de las infecciones que causan. Las
medidas exhaustivas de control de la infeccion y los estudios moleculares de los aislados
de CRAB son esenciales para la erradicacion de estos microrganismos de las UCI, aunque
deben de extenderse al resto de los servicios para la erradicacion total en los hospitales.
Ademas, estas medidas pueden contribuir a disminuir el consumo de colistina en los
hospitales, preservando asi la eficacia de uno de los Ultimos antimicrobianos efectivos
para el tratamiento de las infecciones producidas por CRAB XDR y disminuir la toxicidad

que conlleva su administracion en los pacientes.
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4.2. Enterococcus faecium resistentes a vancomicina en el Hospital El Bierzo

(Articulo 2 no publicado, Objetivo 2)

En el Articulo 2 se estudiaron aislados de E. faecium resistentes a vancomicina
(VREfm, vancomycin-resistant E. faecium) recuperados de pacientes atendidos en el
HEB durante el afio 2018. La razén de que el estudio se centrase en ese afio no es otra
que la disponibilidad de los aislados, puesto que hasta enero de 2018 no se recolectaban
y congelaban de forma prospectiva y sistematica. No obstante, y como se puede observar
en la Figura 1 del Articulo 2, para entender el contexto es necesario resaltar que los
primeros aislados de VREfm en el HEB fueron detectados al menos desde el ano 2011,
aunque de forma muy anecdética, mientras que en 2013 se produjo un importante
incremento en el porcentaje de resistencia a vancomicina en esta especie. Desde entonces
se ha mantenido un alto porcentaje de resistencia, principalmente en aislados no invasivos
obtenidos de muestras de exudados de heridas, liquidos intra-abdominales y orinas.
Ademas, el numero de bacteriemias causadas por E. faecium en el HEB se ha
incrementado muy notablemente. De hecho, durante el periodo 2011-2015 hubo una
media de 5,4 bacteriemias al afio causadas por este microorganismo, mientras que en el
periodo 2016-2019 la media fue de 15,8, lo que supone practicamente el triple. Este
incremento en el nimero de bacteriemias producidas por E. faecium, estd en linea con el
cada vez mas importante papel de los enterococos en las IRAS, que representan en la
actualidad una de las principales causas de este tipo de infeccion tanto en EEUU como
en la UE (Mendes et al., 2016). De forma preocupante, el aumento en el nimero de
bacteriemias por E. faecium en el HEB se ha visto acompafiado por un incremento en la
proporcion de aislados resistentes a la vancomicina, alcanzandose una frecuencia del
37,5% en el afio 2018.

Para contextualizar nuestros resultados sobre resistencia a vancomicina en E.
faecium, estos se han comparado con el informe publicado por el EARs-Net (European
Antimicrobial Resistance Surveillance Network), que recopila datos de resistencia en
aislados invasivos en la UE. Segun esta encuesta, el porcentaje medio de resistencia a
vancomicina en aislados invasivos de E. faecium fue de un 18,3% en el afio 2019 (ECDC,
2020). Aunque lejos de los porcentajes de resistencia de paises como EEUU, donde el
60% de los aislados invasivos de E. faecium son resistentes a este antimicrobiano, lo
cierto es que en la UE existe una clara tendencia al alza, si lo comparamos con datos de

afos anteriores (6,2 y 10,5% en 2011 y 2015, respectivamente) (Wisplinghoff et al., 2004;

99



DISCUSION

ECDC, 2019, 2020). Como se comentd previamente, existe una alta variabilidad entre los
distintos paises europeos, con porcentajes de resistencia entre el 0,0 y el 50,0% (ECDC,
2020). Cabe destacar, ademas, que los porcentajes de resistencia en el afio 2018 son
aproximadamente dos veces mayores en los paises del Norte y Este de Europa
comparados con los del Sur y Oeste. Este hecho contrasta con el patron clasico
Norte/Oeste — Sur/Este de resistencia observado en la UE para otros microorganismos,
como A. baumannii, P. aeruginosa 'y K. pneumoniae (Ayobami et al., 2020). Segun datos
del EARS-Net, el porcentaje de VREfm en Espaina se ha mantenido siempre por debajo
del 3% (ECDC, 2019, 2020). Por lo tanto, el porcentaje de resistencia a vancomicina en
aislados invasivos del HEB (0%, 20% y 37,5% en los afios 2011, 2015 y 2018,
respectivamente) se encuentra muy por encima de la media de Espafia y de la UE. Aunque
la tendencia al alza del HEB es similar a la del resto del continente, hay que considerar
que los porcentajes de resistencia del HEB estan calculados sobre un nimero muy bajo
de bacteriemias, de modo que la aparicion de pocos aislados resistentes genera grandes
oscilaciones en los porcentajes, como se puede ver en los datos correspondientes al afio
2015 (20% de resistencia a vancomicina, 1/5 de las bacteriemias causadas por VREfm).
De cualquier manera, debido a la baja prevalencia en Espaiia, los aislados de VREfm del
HEB han tenido un gran impacto en el computo nacional, como demuestran los datos del
EARS-Net de los afios 2018 y 2019. En estos afios Espafia inform6 19 y nueve aislados
de VREfm, respectivamente, de los cuales seis y cuatro (31,6% y 44,5%) fueron
recuperados de pacientes atendidos en el HEB (ECDC, 2019, 2020).

Aunque la prevalencia de este microorganismo en Espafia es baja, a lo largo de las dos
ultimas décadas se han descrito brotes esporadicos en distintas localizaciones. En la Tabla

VIII se describen las caracteristicas mas notables de los principales brotes ocurridos.
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Tabla VIII: Principales brotes por Enterococcus faecium resistentes a vancomicina en

Espana.

N

Referencia Ciudad Afo Oen Epidemiologia (Colonizados/ MLST
e Infectados)

(Nebreda et al., Soria 2004- vanB  Brote hospitalario 34 (ND) ST17
2007) 06
(Montesinos et Canarias® 2005 vanA  Brote hospitalario 22 ST18
al., 2010) (Servicio de nefrologia) (12/10)
(Valdezate ef al., Burgos 2006- vanB  Brote hospitalario 50 (40/10) ST17
2009) 08
(Valdezate et al., Granada  2008- vanA  Brote hospitalario 13 (6/7) ST17
2012) 09 (Servicio de hematologia)
(Herrera et al., Barcelona 2012- vanA  Brote hospitalario 13 (13/0) ST17
2017) 13 (Servicio de nefrologia)
(Garcia Martinez Tenerife 2015 vanA  Brote hospitalario 22 (20/2) ND
de Artola et al., (Servicio de hematologia)
2017)

N: Numero de pacientes (colonizados/infectados) por Enterococcus faecium resistentes a vancomicina,
MLST: MultiLocus Sequence Typing, ND: No disponible.
?: Aislados procedentes de tres hospitales de Canarias: La Laguna, Las Palmas de Gran Canaria y

Tenerife.

Como se puede observar, todos los brotes estan circunscritos al ambito hospitalario y
mayoritariamente limitados a servicios denominados de alto riesgo, como los de
nefrologia y hematologia, situacion frecuentemente descrita en la literatura (Humphreys,
2014). En nuestro estudio, aunque el 92% de los aislados obtenidos de muestras clinicas
fueron recuperados de pacientes hospitalizados, estos se encontraban dispersos en nueve
unidades diferentes, perteneciendo un 60,87% a unidades quirurgicas y un 39,13% a
unidades médicas. Esta situacion se asemeja mas al brote descrito por Valdezate et al. en
el hospital de Burgos, donde los VREfm fueron aislados de pacientes ingresados en
servicios quirurgicos (70,2%), médicos (19,1%) y de cuidados intensivos (8,5%)
(Valdezate et al., 2009). Los principales brotes descritos por VREfm en Espafia han sido
clonales y producidos por cepas con ST 17 y 18 (Freitas et al., 2016). Ambas ST
pertenecen al CC17, linaje de alto riesgo adaptado al entorno hospitalario y principal
responsable a nivel mundial de infeccién nosocomial y brotes hospitalarios (Arias et al.,

2012). Este linaje se caracteriza por la adquisiciéon de multiples mecanismos adaptativos,
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entre los que destaca la resistencia a ampicilina y quinolonas, y la presencia de islas de
patogenicidad con multiples genes que incrementan su virulencia y capacidad de
colonizacidn y transmision (Leavis ef al., 2006). Se ha sugerido que la emergencia de
aislados de E. faecium resistentes a ampicilina y sensibles a vancomicina (AREfm:
ampicillin-resistant E. faecium) y pertenecientes al CC17 en paises con baja prevalencia
de VREfm podria servir de sustrato para la apariciéon de brotes por este ultimo
microorganismo (Coque ef al., 2005; Leavis et al., 2006). En un estudio longitudinal de
aislados invasivos de E. faecium en el Hospital Ramén y Cajal de Madrid, durante los
anos 1995-2015, se documentd un importante incremento en el nimero de bacteriemias
anuales debidas al mismo, relacionadas con un aumento en el nimero de AREfm
pertenecientes al CC17 (Tedim et al., 2017). Asi, mientras las bacteriemias causadas por
aislados de E. faecium sensibles a la ampicilina pertenecian a diferentes clones, aquellas
producidas por aislados resistentes fueron debidas a unos pocos clones pertenecientes en
su mayoria al CC17 de alto riesgo. Destaca ademas en ese estudio que la mayoria de
bacteriemias por AREfm durante los afios 1995-2008 fueron causadas por aislados ST17
y 18; mientras que a partir del afio 2009 hubo una fuerte irrupcion de aislados ST80 y
117, también pertenecientes al CC17 (Tedim et al., 2017). Sin embargo, el resto de brotes
por VREfm descritos en Espafia hasta la fecha han sido causados por aislados ST17 y 18
(Tabla VIII). En nuestro estudio, el 92,86% (26/28) de los VREfm presentaron la ST80 y
los dos restantes fueron ST117, variante de un solo locus (gyd, de ST80), siendo la
primera descripcion en Espafia de aislados de VREfm pertenecientes a estos clones.
Todos los aislados de nuestro estudio fueron resistentes a ampicilina, quinolonas y
presentaron resistencia de alto nivel a vancomicina y teicoplanina. En todos ellos se
detectd el gen vand, principal mecanismo de resistencia a vancomicina descrito en
enterococos de Europa (Cattoir ef al., 2013; ECDC, 2019; Ayobami et al., 2020). Debido
al fenotipo de multirresistencia expresado por los clones VREfm de alto riesgo, con
frecuencia, las Unicas opciones terapéuticas para el tratamiento de las infecciones
producidas por ellos son antimicrobianos de ultima linea, como la daptomicina y el
linezolid. La daptomicina es el tratamiento de eleccion en las bacteriemias por VREfm,
aunque precisa dosis elevadas (> 9 mg/Kg/dia), e incluso de 8-12 mg/Kg/dia en los
aislados sensibles dosis-dependientes (CMI para daptomicina de 2-4 mg/L, segun
criterios del CLSI) (Chuang et al., 2016; CLSI, 2019). Esto es debido a que el efecto
bactericida de la daptomicina es concentracion dependiente, por lo que en aislados con

CMI >4 mg/L debe valorarse el tratamiento combinado con ampicilina o ceftarolina para
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evitar fracasos terapéuticos (Sakoulas ef al., 2014; Santimaleeworagun et al., 2019). Por
esta razén es preocupante el elevado numero de aislados con sensibilidad dosis-
dependientes encontrados en nuestro estudio (21,43%). Por otro lado, todos los aislados
fueron sensibles a linezolid, aunque este antimicrobiano ha demostrado una menor
eficacia que la daptomicina en el tratamiento de las bacteriemias por VREfm,
probablemente debido a su accion bacteriostatica (Chuang et al., 2016). Aunque la
prevalencia de resistencia a estos antimicrobianos de Ultima linea en enterococos y
VREfm se mantiene baja, se ha incrementado en los ultimos afios (Bender ef al., 2018),
preocupando especialmente la adquisicion de genes transferibles de resistencia a
oxazolidinonas como el gen optrA por parte de aislados VREfm, habiéndose descrito ya
los primeros brotes causados por E. faecium resistentes a vancomicina y linezolid (optr4
positivos) y pertenecientes a clones de alto riesgo como el ST80 detectado en nuestro
estudio (Egan ef al., 2020a). Preocupa ademas el hallazgo del gen optrA en aislados de E.
faecalis en el HEB, tal y como se describe en el Articulo 5 ya que de transferirse este gen
a los VREfm las opciones terapéuticas frente a este microorganismo serian ain mas
limitadas.

La colonizacion del tracto gastrointestinal (TGI) por parte de E. faecium es crucial
para el desarrollo de la infeccion y facilita en gran medida su posterior diseminacion en
los ambientes hospitalarios. Asi sabemos que por cada paciente hospitalizado con una
infeccion por VREfm existen de dos a 10 contactos colonizados (Cattoir et al., 2013).
Esto es en gran parte debido a la baja virulencia del E. faecium, lo que caracteriza su
interaccion con el hospedador que se basa en la colonizacidon seguida de una larga
persistencia, mas que en una elevada agresividad. Este hecho se ve ademas agravado por
la accidon de ciertos antimicrobianos de amplio espectro, como las cefalosporinas o la
piperacilina/tazobactam, los cuales generan cambios sustanciales sobre la microbiota
intestinal, lo que favorece la colonizacion y el sobrecrecimiento de los VRE en el TGI
(Arias et al., 2012). En un modelo de colonizacion intestinal en ratones, se demostré como
los bacilos Gram-negativos (incluidos los anaerobios) estimulan la produccién de la
lecitina REGIIIy, la cual tiene una accidon antimicrobiana frente a las bacterias Gram-
positivas, incluidos los VRE. Asi la reduccion de las bacterias Gram-negativas por la
accion de los antimicrobianos, disminuye la produccion de REGIIIy facilitando por tanto
el sobrecrecimiento de VRE en el TGI (Brandl ez al., 2008).

La colonizacion y sobrecrecimiento de VRE en el TGI tiene dos importantes

consecuencias:
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- La colonizacion del TGI precede e incrementa el riesgo de sufrir una bacteriemia
por VRE, especialmente en pacientes onco-hematologicos, donde la translocacion
bacteriana a partir del TGI es mas frecuente por el deterioro de la mucosa debido a la
quimioterapia o a la propia enfermedad (Alevizakos et al., 2017).

- El sobrecrecimiento de VRE en el TGI conlleva un importante aumento de la
densidad de ERV en las heces, lo que se ha demostrado que esta relacionado con un
incremento en la contaminacion de la piel de los pacientes y de las superficies ambientales
de su alrededor. La contaminacion fecal de la piel puede suponer un riesgo para el propio
paciente colonizado, siendo el foco por ejemplo de infecciones asociadas a catéteres
urinarios y vasculares. Ademas, la contaminacion ambiental puede ser el origen de la
colonizacidn de otros pacientes y la dispersion de los VRE en los entornos hospitalarios

(Doskey et al., 2000; Arias et al., 2012; Ruiz-Garbajosa et al., 2012).

Este gran poder de colonizacion de los enterococos también se refleja en lo
sucedido en el HEB. Asi, en la Figura 1 del articulo 2 podemos ver cdmo un incremento
en el nimero de infecciones no invasivas y/o colonizaciones (el 34,4% de los aislados se
obtuvieron de cultivos de orina, correspondiendo muchos de ellos probablemente a
colonizaciones mas que a infecciones), ha precedido a un incremento en el nimero de
bacteriemias. Debido a la preocupante situacion epidemioldgica del HEB, en febrero del
afno 2019 se implementd un paquete de medidas de control de la infeccion con el objetivo
de disminuir el nimero de VREfm y en paralelo el nimero de infecciones (Cattoir et al.,

2013). Entre las medidas implementadas destacan las siguientes:

- El marcaje en la historia médica electronica de todos los pacientes con
antecedentes de infeccion/colonizacion por VRE, realizdndose a su ingreso un frotis
rectal para busqueda de VRE e ingresandose bajo medidas de aislamiento de contacto.

- Aislamiento en cohortes de los pacientes positivos para VRE.

- Vigilancia activa de los contactos de los nuevos casos.

- Limpieza de la piel con toallitas impregnadas en clorhexidina para disminuir la
densidad bacteriana.

- Revision y mejora de los productos y protocolos de limpieza y desinfeccion

ambiental.
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Ademas, durante el periodo de febrero a julio de 2019 se llevo cabo una vigilancia
activa de todos los pacientes al ingreso y también de forma semanal en la unidad con
mayor numero de infecciones (unidad 1A, no de riesgo), hasta no detectarse ningtin caso
de transmision nosocomial durante 14 dias en dicha unidad. La implantacion de vigilancia
activa rutinaria fuera de las unidades de alto riesgo esta en entredicho y no se recomienda
de forma general, por no haber demostrado en muchos casos resultados satisfactorios en
cuanto a erradicacion, disminucion de la prevalencia de la resistencia y de las IRAS y
sobre todo por motivos de relacion coste/efectividad (Humphreys, 2014). Sin embargo,
la vigilancia activa en unidades no consideradas de riesgo, hasta eliminar la transmision
nosocomial durante dos semanas, y su aplicacion sucesiva en otras unidades a lo largo
del hospital, ha demostrado €xito en el control del MRSA (Rodriguez-Bafio et al., 2010).
Aunque en nuestro centro no se pudo continuar la estrategia mas alla de la primera unidad
seleccionada, los datos del afio 2019 son esperanzadores, mostrando una importante
disminucién de los porcentajes de resistencia a vancomicina en aislados de E. faecium

tanto invasivos como no invasivos.

4.3. Staphylococcus epidermidis resistentes a linezolid en el Hospital Universitario

Central de Asturias (Articulos 3 y 4, Objetivos 3.1y 3.2)

El linezolid es un antimicrobiano de ultima linea con actividad frente a bacterias
Gram-positivas, incluyendo el MRSA y los estafilococos coagulasa-negativa (ECN)
resistentes a meticilina. La elevada penetracion del linezolid en el sistema nervioso
central (SNC) hace que este antimicrobiano de ultima linea sea una efectiva alternativa
para el tratamiento de las infecciones del SNC producidas por estas bacterias (Pintado et
al., 2020). Sin embargo, en los ultimos afios la prevalencia de resistencia a linezolid entre
los ECN ha aumentado, especialmente en S. epidermidis, comprometiendo aun mas el
manejo de ese tipo de infecciones. En este contexto, en el marco del Objetivo 3.1
(Articulo 3) de la tesis se llevo a cabo una revision retrospectiva de todas las infecciones
del SNC producidas por S. epidermidis resistentes a linezolid (LRSE, linezolid-resistant
S. epidermidis) durante los afios 2013 a 2016 en el HUCA. Durante el periodo de estudio,
se aislaron en el hospital siete LRSE en cultivos de LCR, todos ellos involucrados en
procesos de ventriculitis, lo que supone un 23,3% del total de aislados de S. epidermidis
recuperados de LCR en esos afios (30). De los siete aislados detectados, tan solo cinco,

obtenidos de pacientes que sufrieron una hemorragia cerebral (4) o un traumatismo
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craneoencefalico (1) y que precisaron para su manejo clinico-terapéutico la colocacion
de un drenaje ventricular externo, pudieron recuperarse para el estudio molecular. Las
cinco infecciones del SNC fueron categorizadas como ventriculitis nosocomiales segun
los criterios del Center for Disease Control and Prevention (Horan et al., 2008). Ademas,
todos los pacientes estuvieron ingresados entre 10 y 26 dias en la UCI y tres de ellos
recibieron linezolid antes del aislamiento de las cepas resistentes.

El porcentaje de infecciones del SNC asociadas con el uso de catéteres
ventriculares externos es aproximadamente del 8% y se deben principalmente a la
colonizacion del catéter por patdégenos de la microbiota de la piel, como ECN y
Cutibacterium acnes, siendo el S. epidermidis el principal agente etioldgico (van de Beek
et al., 2010). Sin embargo, hasta la fecha solamente se ha publicado un caso clinico de
meningitis originada por un aislado de LRSE. Por otro lado, el estudio se centra en el
tratamiento con daptomicina combinado con cotrimoxazol, més que en las caracteristicas
clinicas y microbiolédgicas del aislado (Vena et al., 2013). Por tanto, cabe destacar que el
trabajo de la presente tesis recoge la primera serie publicada de casos de ventriculitis
nosocomial por LRSE, abordandose ademas la caracterizacion detallada de los aislados
responsables.

En un estudio multicéntrico llevado a cabo por Russo ef al., en hospitales italianos,
se analizaron tres grupos de pacientes para determinar, entre otros, los factores de riesgo

para la seleccion de Staphylococcus spp. resistentes a linezolid (Russo et al., 2015):

- LIN-R group: pacientes hospitalizados de los cuales se asiléo durante el ingreso
una cepa de Staphylococcus spp. resistente a linezolid de un hemocultivo.

- LIN-S group: pacientes hospitalizados de los cuales se asilo durante el ingreso una
cepa de Staphylococcus spp. sensible a linezolid de un hemocultivo.

- Control group: pacientes sin infeccion y sin hemocultivos positivos para

Staphylococcus spp. durante la hospitalizacion.

Los resultados de dicho estudio mostraron como factores de riesgo independientes
para la seleccion de aislados resistentes a linezolid el tratamiento previo con este
antimicrobiano y también con antimicrobianos de otras familias y la hospitalizacion en
los 90 dias previos. Asimismo, cuando se compar6 el grupo LIN-R con el LIN-S, el
primero mostré como principal origen de la bacteriemia el catéter venoso central (p<

0,001), ademas de estar relacionado con una estancia media hospitalaria y de UCI mayor
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(»< 0,001) y con un mayor porcentaje de mortalidad a los 30 dias (p< 0,001) (Russo et
al., 2015). La instrumentalizacion de los pacientes mediante la colocacion de catéteres
(tanto vasculares, como ventriculares externos), genera una disrupcion de la piel que
puede funcionar como una puerta de entrada de las bacterias de la microbiota cutanea
hacia el torrente sanguineo y el SNC. Por tanto, la colonizacion de la piel mediante
fendmenos de transmision cruzada y la seleccion por presion antibidtica juegan un papel
crucial en la dispersion de ciertos clones de LRSE como el ST2 en el ambiente
hospitalario (Russo ef al., 2015).

En nuestro trabajo, solo tres de los cinco pacientes habian recibido tratamiento
previo con linezolid. Sin embargo, todos ellos habian estado ingresados en la UCI del
hospital con estancias prolongadas (10-26 dias). Como muestran los datos del articulo, y
al igual que sucede en otras UCI de nuestro pais, el consumo de linezolid en estas
unidades es muy superior al consumo en las unidades de hospitalizacion [7,71-8,10 vs
0,99-2,49 dosis diaria definida (DDD) de linezolid/100 pacientes dia en UCI y resto de
unidades del hospital durante el periodo de estudio, respectivamente]. Este alto consumo
de linezolid en las UCI podria estar detras del elevado porcentaje de resistencia a linezolid
(25% en 2015) encontrado en aislados de S. epidermidis recuperados en estas unidades

segun datos del ENVIN-HELICS (http://hws.vhebron.net/envin-helics). En un reciente

estudio, la estancia en UCI previa a la infeccion se identific6 como un factor de riesgo
independiente asociado al aislamiento de LRSE en hemocultivos (Bouiller ef al., 2020).

Los cinco aislados del presente estudio mostraron el mismo mecanismo de
resistencia a linezolid, destacando la presencia de la mutacidon puntual G2576T en las 6
copias del gen que codifica el ARNr 23S, el cual es el principal mecanismo de resistencia
a linezolid en ECN (Pfaller et al., 2017; Dortet et al., 2018; Mendes et al., 2018). La
presencia de la mutacion en todas las copias justifica por si misma las elevadas CMI que
presentaban los aislados frente al linezolid y al tedizolid (>256 y 32 mg/L,
respectivamente), debido al efecto de dosis génica (gene dosage effect) comentado
previamente en la introduccion (Long et al, 2012). Cabe destacar, ademas, que la
ausencia de una copia silvestre impediria la reversion a la sensibilidad frente a linezolid
mediante recombinacion homoéloga (Meka et al., 2004b).

La tipificacion molecular de los aislados utilizando macro-restriccion gendmica
seguida de electroforesis de campo pulsado (PFGE) mostr6 patrones de bandas
indistinguibles, y el MLST reveld que todos los aislados pertenecieron al clon ST2. Los

aislados de S. epidermidis relacionados con el ambito hospitalario pertenecen
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mayoritariamente al CC5, siendo dentro de este, el clon ST2 el mas diseminado a nivel
mundial (Widerstrom et al., 2009; Barros et al., 2014; Dortet et al., 2018). El clon ST2
se caracteriza por un alto nivel de plasticidad gendmica, relacionado con un alto
porcentaje de fendmenos de recombinacion/mutacion y de adquisicion de genes de
resistencia a antimicrobianos (Widerstrom et al., 2009; Barros et al., 2014). Todo ello
genera con frecuencia fenotipos de multirresistencia que facilitan su supervivencia y
establecimiento durante largos periodos de tiempo en el ambiente hospitalario. Este hecho
justifica la baja variabilidad de aislados de S. epidermidis encontrados en los ambientes
hospitalarios, en comparacion con la alta diversidad de los mismos en la comunidad,
siendo ello un reflejo del consumo de antimicrobianos en el entorno hospitalario
(Widerstrom et al., 2009). De esta forma, nuestros resultados, con cinco pacientes
infectados por aislados estrechamente relacionados y pertenecientes al clon ST2 durante
un periodo de cuatro afios (2013-2016), sugieren un estado de endemicidad clonal en la
UCI del HUCA, a pesar de su traslado a un nuevo edificio en Junio del ano 2014.

La transmision cruzada y el alto consumo de linezolid en la UCI del HUCA podrian haber
seleccionado el clon ST2 de LRSE y favorecido su establecimiento en esta unidad. Dicha
situacion es similar a los brotes por LRSE pertenecientes al clon ST2 documentados en
otras UCI con consumos de linezolid elevados (Seral ef al., 2011; O’Connor et al., 2015;
Lazaris et al.,2018; WelBels et al., 2018). Algunos autores incluso han sugerido un umbral
de 13 DDD de linezolid/100 pacientes dia, a partir del cual la presion selectiva es tal que
favorece la generacion de brotes (Mulanovich et al., 2010), cifra cercana al consumo de
linezolid en la UCI del HUCA (7,71-8,10 DDD). El establecimiento de estos clones en
las UCI, favorecido por la alta presion antibiodtica, conduciria a la colonizacion de la
microbiota de la piel de los pacientes, favorecida por la transmision cruzada, lo que
incrementaria el riesgo de infecciones nosocomiales asociadas al uso de catéteres.

El tratamiento de eleccion para las infecciones del SNC asociadas a catéter
causadas por Staphylococcus spp. resistentes a meticilina es la vancomicina y la retirada
del catéter (van de Beek et al., 2010; Pintado et al., 2018, 2020). Los cinco pacientes del
estudio recibieron este tratamiento y todos fueron dados de alta, excepto uno de ellos que
fallecid por causas no atribuibles a la infeccion. Cada vez existe mas evidencia de la
eficacia del linezolid para el tratamiento de este tipo de infecciones del SNC, y aunque a
dia de hoy no es el tratamiento de eleccion, si estd recomendado en aquellos casos en los
que no se pueden usar los glucopéptidos, por intolerancia o toxicidad renal, y cuando la

infeccion estd producida por aislados de MRSA con CMI > 1 mg/L (Tunkel et al., 2017;
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Pintado et al., 2018, 2020). El establecimiento de estos clones en las UCI y hospitales
puede limitar severamente las opciones de tratamiento en casos de intolerancia a
glucopéptidos o fracaso de tratamiento en infecciones causadas por aislados con CMI
elevadas (Vena et al., 2013; Pintado et al., 2020).

La emergencia de aislados de LRSE en la UCI del HUCA y la descripcion de
infecciones graves como las descritas en el Articulo 3 llevaron a la implementacion de un
paquete de medidas de control de la infeccion en la UCI en el afio 2017. Asi, se redujo el
consumo de linezolid en la unidad, limitando su uso mayoritariamente a tratamientos
dirigidos y reemplazandose por vancomicina para el tratamiento empirico de las
infecciones nosocomiales en las que se sospecha la implicacion de bacterias Gram-
positivas. Ademas, y como parte de una intervencién PROA en el hospital, un experto en
enfermedades infecciosas comenzo a revisar las prescripciones de antimicrobianos de
ultima linea en la UCI. Tras la implementacion de estas medidas, se observd un
importante descenso en el consumo de linezolid y consecuentemente del porcentaje de
resistencia a este farmaco en aislados de S. epidermidis en la UCI. El rapido descenso del
numero de aislados de LRSE tras la disminucion del consumo de linezolid ya fue descrita
previamente en otros escenarios similares (Mulanovich et al., 2010; Dortet et al., 2018;
Welels et al., 2018; Bouiller et al., 2020), destacando una vez mas la importancia de la
implementacion de medidas de control como las aqui descritas para reducir la
diseminacion de clones de LRSE con escasas alternativas terapéuticas, preservando asi la
eficacia de un antimicrobiano de ultima linea como es el linezolid.

Algunos autores han sugerido que los brotes por LRSE en las UCI pueden
representar tan solo la punta del iceberg de la situacion, y que la resistencia a linezolid
puede estar ocurriendo a niveles desconocidos en los ECN de la microbiota de la piel de
los pacientes fuera de estas unidades (Dortet ef al., 2018). Esta hipotesis, junto con los
resultados obtenidos en el Articulo 3, en el que se detectaron aislados de LRSE
estrechamente relacionados, pertenecientes al mismo clon ST2 y con idéntico mecanismo
de resistencia a linezolid durante cuatro afios consecutivos (2013-2016) en la UCI, nos
llevé a ampliar el estudio sobre los LRSE en el HUCA. Asi, en el Articulo 4 se decidid
estudiar la tendencia de la resistencia a linezolid en aislados de S. epidermidis obtenidos
de muestras procedentes de la UCI y del resto del hospital y su relacion con el consumo
de linezolid en los respectivos entornos durante un periodo de siete afios (2011-2017).
Ademas, se llevo a cabo el estudio molecular de los primeros aislados de LRSE

disponibles (44 en total, recuperados entre Junio del afio 2013 y Junio del 2014). Como
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se puede observar en la Figura 1 del Articulo 4, los primeros aislados del LRSE han
circulado en el HUCA al menos desde el afio 2011 y durante el periodo de estudio (2011-
2017) han mantenido una elevada prevalencia en la UCI (13,56-32,93%), donde el
consumo de linezolid es mayor (6,34-8,10 DDD); y una prevalencia menor en el resto de
unidades del hospital (2,48-6,80%), donde el consumo de linezolid es menor (0,63-2,49
DDD). La relacion entre el consumo de linezolid y la prevalencia de aislados de LRSE
en la UCI fue estadisticamente significativa (p= 0,02). Aunque la prevalencia de LRSE
en el resto del HUCA no mostrd una relacion estadisticamente significativa con el
consumo de linezolid, y a pesar de que el consumo de este antimicrobiano fue muy
inferior al de la UCI, durante el periodo de estudio se detectaron entre 18 y 56 aislados
de LRSE al afio. De los 44 LRSE recuperados entre Junio del afio 2013 y Junio del 2014,
tan solo el 43,18% (19/44) fueron aislados de pacientes ingresados en la UCI, mientras
que el resto fueron obtenidos de pacientes ingresados en 14 servicios diferentes del
HUCA. Los 44 aislados mostraron patrones de PFGE estrechamente relacionados,
pertenecieron al clon ST2 y presentaron el mismo mecanismo principal de resistencia a
linezolid, la mutacion puntual G2576T en las seis copias del gen que codifica el ARNr
23S. Afortunadamente, tan solo en cinco aislados (11,36%) se encontré el gen transferible
cfr, y hasta la fecha no se han detectado en el HUCA brotes por especies mas virulentas,
como S. aureus, portadoras de este gen de resistencia a linezolid, al contrario de lo que
ya sucediera en otros hospitales de Espafia (Morales et al., 2010). Todos los aislados
menos uno fueron resistentes a meticilina por mediacidon del gen mecA insertado dentro
de un casete estafilocdcico cromosomico (SCC)mec del tipo 111, ya descrito previamente
en aislados de LRSE pertenecientes al clon ST2 (Seral et al., 2011; O’Connor et al.,
2015). Ademas, el 77,27% (34/44) de los aislados presentaron el mismo patrén de
resistencia que los descritos en el Articulo 3, siendo unicamente sensibles a daptomicina,
fosfomicina, teicoplanina, tetraciclina y vancomicina. Por otra parte, aislados de LRSE
obtenidos de muestras de hemocultivo pertenecientes a pacientes ingresados tanto en la
UCI como en otros servicios del HUCA durante los anos 2015, 2016 y 2017,
pertenecieron también al clon ST2 (datos no publicados). Estos datos sugieren que el clon
de LRSE ST2 se ha establecido y ha permanecido a lo largo de 7 afios (2011-17) en todo
el HUCA, a pesar del traslado del hospital a un nuevo edificio en Junio de 2014. Como
se comentd previamente, el establecimiento y permanencia de clones de LRSE se ha
asociado mayoritariamente a unidades con altos consumos de linezolid (Seral e al., 2011,

O’Connor et al., 2015; Lazaris et al., 2018; WelBels et al., 2018), y tan solo
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ocasionalmente se han mantenido durante largos periodos de tiempo. La primera
descripcion fue en el ano 2012 por Barros ef al., trabajo en el cual se detectaron cinco
aislados de LRSE pertenecientes al clon ST2 en un hospital de Portugal durante un
periodo de siete meses (Barros et al, 2014). Mas recientemente, Morroni et al,
documentaron en un hospital de Italia, durante un periodo de 12 afios, 26 aislados de
LRSE de los cuales 23 (88,46%) pertenecian al clon ST2 y mostraban como principal
mecanismo de resistencia a linezolid la mutaciéon G2576T, (Morroni et al., 2016). A
diferencia de estos estudios, que no aportaban datos sobre el consumo de linezolid, Dortet
et al., relacionaron la diseminacion y establecimiento de aislados de LRSE pertenecientes
a tres clones (ST2, STS5 y ST22) en un hospital de Francia, durante un periodo de tres
afos, con el elevado consumo de linezolid en el hospital (Dortet et al., 2018). El estudio
realizado en esta tesis describe por primera vez el establecimiento de un clon de LRSE
no so6lo en una unidad con elevado consumo de linezolid como la UCI, sino en el resto de
unidades del hospital durante un largo periodo de tiempo. Estos resultados confirmarian
la hipotesis de que existe una gran dispersion de clones de LRSE fuera de las UCI, con
un gran numero de pacientes colonizados en otras unidades hospitalarias. Estas cifras
podrian estar subestimadas ya que, al formar parte de la microbiota de la piel, el
aislamiento de S. epidermidis en muestras clinicas rara vez se considera de valor, salvo
en muestras estériles, y por tanto no es frecuente la realizacion de pruebas de sensibilidad
antibidtica sobre estos aislados. Sin embargo, cuando los pacientes se encuentran
ingresados en UCI, estan sometidos frecuentemente a la colocacion de dispositivos
médicos invasivos que funcionan como una puerta de entrada hacia liquidos y cavidades
estériles a partir de la microbiota de la piel. El aislamiento de S. epidermidis en este tipo
de muestras (hemocultivos, catéteres, LCR, etc.) tiene generalmente valor y por tanto a
los aislados recuperados se les realizan pruebas de sensibilidad, lo que permite la
deteccion de mecanismos de resistencia a linezolid y otros farmacos. Este fenomeno
queda reflejado en los datos del ENVIN-HELICS que muestran como S. epidermidis es

el tercer microorganismo mas frecuentemente aislado en pacientes de las UCI y el

primero dentro de los Gram-positivos (http://hws.vhebron.net/envin-helics). Ademas, en
la mayoria de series publicadas existe un importante porcentaje de aislados de LRSE
procedentes de muestras invasivas como catéteres y hemocultivos: Barros et al., 100%
(5/5); Morroni et al., 84,6% (22/26); Baos et al.,, 60% (60/100), Wepels et al., 57,1%
(8/14) (Baos et al., 2013; Barros et al., 2014; Morroni et al., 2016; WeBels et al., 2018),

de forma similar a nuestro estudio donde se obtuvo un 38,6% (17/44). Incluso se han
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descrito brotes de LRSE relacionados con infecciones asociadas a catéteres en UCI, como
el ocurrido en un hospital de Zaragoza en el afio 2008. En este estudio, el 21,1% de los S.
epidermidis recuperados de muestras de catéteres y hemocultivos obtenidas de pacientes
ingresados en la UCI, fueron resistentes a linezolid y meticilina, pertenecieron al clon
ST2 y presentaron SCCmec tipo Il (Seral ef al., 2011), al igual que en nuestro estudio.
La relacion entre las infecciones asociadas a catéteres y los clones de LRSE podria ir mas
alla del hecho de la colonizacién previa de la microbiota de la piel y la disrupcion de esta
por los dispositivos médicos. El uso de catéteres recubiertos con antimicrobianos como
la rifampicina se ha postulados como un factor mas en la seleccion de clones resistentes
(Reitzel et al., 2020). En esta Tesis, el 97,73% (43/44) de los aislados de LRSE del
Articulo 4 y el 100% (5/5) del Articulo 3 fueron resistentes a rifampicina. Ademas, en un
estudio reciente, Lee ef al., identificaron como principal mecanismo de resistencia a este
antibiotico en cepas de S. epidermidis una doble mutacion (D471E y 1527M) en el gen
rpoB que codifica la subunidad B de la enzima ARN-polimerasa bacteriana. Estas
mutaciones se encontraron, de forma practicamente exclusiva, en aislados pertenecientes
a los clones ST2 y ST23 (Lee et al., 2018). En este estudio ademas, se demostrd una
relacion causal entre la resistencia a la rifampicina y la heterorresistencia a glucopéptidos
(Lee et al., 2018). La presencia en el HUCA de un clon ST2 de LRSE resistente a la
meticilina y a la rifampicina, junto con la dificultad para detectar la heterorresistencia a
glucopéptidos mediante los métodos convencionales de sensibilidad a antimicrobianos,
remarcan la importancia del estudio y control de estos aislados con escasas alternativas
terapéuticas. Las medidas de control de la infeccion y restriccion del consumo de linezolid
a través del programa PROA, implantadas en el afio 2017 en la UCI del HUCA 'y descritas
previamente, consiguieron una drastica disminucion de la prevalencia de LRSE en la UCI.
Sin embargo, a la luz de los resultados del Articulo 4, donde se describe el establecimiento
de un clon de LRSE en todo el hospital durante un periodo de tiempo prolongado, se pone
de manifiesto la importancia ampliar estas medidas a todo el hospital, con el fin de

disminuir la tasa de resistencia y preservar la eficacia del linezolid.
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4.4. Enterococcus faecalis con sensibilidad disminuida a linezolid en el Hospital El

Bierzo (Articulo 5 no publicado, Objetivo 3.3)

Tal y como muestran los resultados del Articulo 2 y como se discuti6 previamente,
en el HEB existe una alta prevalencia de VRE con muy escasas alternativas terapéuticas
(limitadas a linezolid y daptomicina). Por esta razén, a partir de Febrero del afio 2018 se
comenzo a realizar un cribado rutinario de todos los enterococos con CMI >4 mg/L para
linezolid, con el fin de detectar la presencia de mecanismos de resistencia a
oxazolidinonas potencialmente transferibles que pudiesen agravar aun mas la situacion.
De esta forma, a todos los aislados que presentaban esas CMI se les realizé un ensayo de
disco difusion con cloranfenicol, y un estudio mediante PCR de los genes transferibles de
resistencia a oxazolidinonas: cfr, optrA y poxtA. En el Articulo 5 se presentan los
resultados del cribado realizado entre Febrero y Diciembre del afio 2018, periodo durante
el cual se aislaron un total de 443 aislados de enterococos (367 E. faecalis y 76 E. faecium)
de los cuales tan solo cuatro (0,9%) presentaron CMI >4 mg/L para linezolid. Esta baja
prevalencia de aislados con sensibilidad disminuida a este antibidtico (una CMI de 4
mg/L es categorizada como sensible por el EUCAST e intermedia por el CLSI) esta en
linea con estudios previos. Asi, en el Programa de Vigilancia de Antimicrobianos
SENTRY en el que se estudiaron 26.648 aislados de enterococos procedentes de
diferentes paises en el periodo 2008-2016, tan solo se encontraron 102 (0,38%) con CMI
>4 mg/L para linezolid (Deshpande ef al., 2018). En otros estudios en los que se hicieron
cribados similares al del presente trabajo, como el de Argudin et al., en Bélgica o el de
Camara et al., en Espaiia, el nimero de aislados que presentaban estas CMI también fue
muy reducido con porcentajes inferiores al 1% del total [29/7.331 (0,40%) y 6/1.640
(0,37%), respectivamente] (Argudin ef al., 2019; Camara et al., 2019).

Los cuatro aislados encontrados en el estudio fueron E. faecalis resistentes a
cloranfenicol y con una CMI de 4 mg/L para linezolid. En tres de los cuatro se detect6 el
gen optrA, aunque todos fueron negativos para los otros genes transferibles de resistencia
a oxazolidinonas conocidos (cfr y poxtA). El gen optrA fue descrito por primera vez en el
afno 2015 por Wang et al., en una coleccion de cepas de E. faecalis y E. faecium de origen
animal y humano recuperadas entre 2009 y 2014 en China (Wang et al., 2015). Desde su
descripcion, este gen ha sido encontrado en cepas de origen animal, humano y en muestras
ambientales a lo largo de todo el mundo (Africa, América del Norte y del Sur, Asia y

Europa), aunque en mayor proporcion en China (Wang et al., 2015; Deshpande et al.,
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2018; Argudin et al., 2019; Camara et al., 2019; Elghaieb et al., 2019; Ruiz-Ripa et al.,
2019, 2020; Moure et al., 2020). En Espaiia, hasta la fecha tan solo existen tres
publicaciones en las que se describa la deteccion de dicho gen en muestras clinicas de
origen humano (Camara et al., 2019; Moure et al., 2020; Ruiz-Ripa et al., 2020). En
estudios recientes se ha puesto de manifiesto que dicho gen es el principal mecanismo
responsable de la resistencia a linezolid en E. faecalis. De hecho, en el estudio SENTRY
el 72,2% (26/36) de los aislados de E. faecalis con CMI >4 mg/L portaban este gen
(Deshpande et al., 2018). También en nuestro pais, en un estudio realizado por el Centro
Nacional de Microbiologia con un niimero importante de aislados con sensibilidad
disminuida a linezolid, el gen optrA fue encontrado en el 83,6% (51/61) de las cepas de
E. faecalis (Moure et al., 2020). En cuanto al origen de los aislados optr4 positivos de
nuestro trabajo, todos fueron obtenidos de muestras de orina de pacientes que presentaban
infeccion del tracto urinario (ITU), al igual que en las series previamente descritas en
Espana (Camara et al., 2019; Moure et al., 2020; Ruiz-Ripa et al., 2020). Esto no es de
extrafiar ya que las ITU son una de las principales infecciones que producen los
enterococos. A diferencia del estudio de Camara et al., donde todos los aislados optr4
positivos (5) fueron obtenidos de muestras procedentes de pacientes ingresados (Camara
et al., 2019), los aislados de la presente tesis fueron recuperados de pacientes en la
comunidad. De la misma manera, en el estudio llevado a cabo por Moure ef al., el 53,4%
de los 45 aislados de E. faecalis positivos para el gen optrA (procedentes de 17 hospitales
de 13 provincias diferentes), fueron recuperados de pacientes comunitarios (Moure et al.,
2020). Muestra de esta dispersion comunitaria es la variabilidad clonal de los aislados
encontrada en nuestro estudio, al igual que fue descrito en los otros trabajos (Argudin et
al.,2019; Camara et al., 2019; Moure et al., 2020; Ruiz-Ripa et al., 2020). Dos de ellos
pertenecieron a los clones ST480 y ST585, siendo éstos los mas predominantes a lo largo
del mundo en aislados de E. faecalis optrA positivos (Cai et al., 2015; Wang et al., 2015,
He et al., 2016; Deshpande et al., 2018; Argudin et al., 2019; Sassi et al., 2019; Egan et
al., 2020b) y también en Espafia (Camara et al., 2019; Moure et al., 2020; Ruiz-Ripa et
al., 2020). El tercer aislado pertenecio al clon ST7, variante de un solo locus (pstS) del
ST317, y descrito por primera vez en este trabajo.

El gen optrdA confiere resistencia a varios antimicrobianos: fenicoles,
lincosamidas, oxazolidinonas, pleuromutilinas y estreptogramineas del grupo A,
generando un fenotipo de resistencia denominado PhLOPSA. Se ha propuesto como

hipotesis que el uso de un fenicol, el floranfenicol, en veterinaria podria ser la causa de
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la mayor prevalencia de enterococos optrA-positivos encontrados en cepas de origen
animal frente a las de origen humano (Cai et al., 2015; Wang et al., 2015). El uso de estos
fenicoles en los animales de produccion podria favorecer la co-seleccion de aislados
optrA-positivos, los cuales a su vez han sido detectados también en productos cérnicos,
lo que pone de manifiesto la importancia que puede tener la cadena alimentaria en la
dispersion del gen optrA (Freitas et al., 2017; Elghaieb et al., 2020), asi como la
importancia de una aproximacion One Health para luchar contra esta resistencia (Walsh,
2018). Ademas, el uso de otros antimicrobianos en medicina humana, como las
quinolonas, también ha sido sugerido como mecanismo de co-seleccion de aislados
optrA-positivos (Camara et al., 2019). Estos dos hechos podrian estar detras de la elevada
prevalencia (3,50%) de portadores fecales de enterococos optrA-positivos encontrada en
voluntarios sanos en China (Cai et al., 2019). Ninguno de los pacientes de nuestro estudio
habia sido previamente tratado con oxazolidinonas, aunque dos de ellos si que habian
recibido otros antimicrobianos como azitromicina, cefuroxima y quinolonas en los
ultimos tres meses. Este hecho podria haber favorecido la co-seleccion de los aislados
optrA-positivos, aunque son necesarios mas estudios para conocer con certeza los
reservorios de este gen, asi como la relevancia del uso de antimicrobianos en medicina
humana como factor selector de los aislados que lo portan.

La secuenciacion del genoma de los tres aislados portadores del gen optrd
permitid su asignacion a diferentes clones: ST480, ST585 and ST7, para Efae-HEBI,
Efae-HEB2 y Efae-HEB3, respectivamente. Demostro, ademds, la localizacion
plasmidica de los genes optrA que, junto con el gen fexA de resistencia a fenicoles, se
encuentra en entornos genéticos diferentes en cada uno de los plasmidos, asociados a una
o dos copias de la secuencia de insercion IS/216. Esto apoya el papel de IS/2/6 en la
movilizacion de optrA (y fexA), previamente sugerido por otros autores (Shang et a./,
2019). En uno de los tres aislados, Efae-HEB2, se detect6 un segundo plasmido que porta
numerosos genes que confieren resistencia frente a aminoglicésidos [aac(6')-aph(2”),
ant(6)-1a, aph(3')-111, aadE, sat4, apt y spw], tetraciclinas [fet(L) y tet(M)], cloranfenicol
(cat) y trimetoprim [dfr(G)], o son responsables de los fenotipos MLSg [macrélidos-
lincosamidas-estreptograminas del grupo B; erm(B)], LSaP (lincosamida,
estreptogramina A y pleuromutilinas; IsaE) y L (lincosamidas: /nuB). Un plasmido
estrechamente relacionado con este se encontré en un aislado ST256 de E. faecalis,
obtenido de heces de cerdo en China (nimero de acceso MK465702). Sin embargo, esta

es la primera vez que dicho plasmido se detecta fuera de China, en concreto en un aislado
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ST585 de origen clinico, demostrando asi su presencia en diferentes clones, ambientes y
paises. El analisis de la secuencia del gen oprtA identificd dos variantes diferentes,
correspondiendo con dos formas alternativas de la correspondiente proteina. Efae-HEB2
presento la proteina OptrAgss9, considerada como silvestre ya que fue encontrada en el
primer aislado optrA positivo, codificada por el plasmido pE349 (Wang et al., 2015). Los
otros dos aislados (Efae-HEB1 y Efae-HEB3) mostraron las sustituciones Tyrl176Asp y
Thr481Pro que corresponden a la variante DP, previamente descrita en aislados clinicos
en hospitales de China (Cai et al., 2015; Cui et al., 2016; Shang et al., 2019) y también
muy recientemente en Espafia (Ruiz-Ripa et al., 2020). Independientemente de la
variante, los tres aislados del HEB presentaron una CMI de 4 mg/L para linezolid, la cual
ha sido descrita previamente tanto en aislados con la variante salvaje como con la variante
DP. De hecho, se ha sugerido que el numero y tipo de sustituciones aminoacidicas en la
proteina OptrA no tiene un claro efecto sobre el nivel de resistencia a linezolid (Morroni
et al., 2017). Ademas, tanto el CLSI como el EUCAST consideran los aislados como
resistentes cuando presentan una CMI > 4 mg/L, mientras que los aislados con una CMI
de 4 mg/L son considerados como sensibilidad intermedia (CLSI) o sensibles (EUCAST)
(CLSI, 2019; EUCAST, 2019). Segun esto, la dispersion del gen optrA en enterococos
podria estard subestimada, debido a la pequefia alteracion que genera en las CMI frente
al linezolid, que con frecuencia se sitian en 4 mg/L y pueden ser categorizadas como
sensibles segun el EUCAST.

La fuerte asociacion de CMI >4 mg/L para linezolid junto con la resistencia al
cloranfenicol, podrian ser un gran marcador conjunto subrogado de la presencia del gen
optrA. Teniendo en cuenta que en muchos de los nuevos paneles de estudio de
sensibilidad a antimicrobianos de los equipos automatizados se ha incluido el
cloranfenicol, en nuestro trabajo se sugiere la creacion de una alerta en los mismos cuando
una bacteria Gram-positiva muestre una CMI >4 mg/L para linezolid ademas de
resistencia a cloranfenicol. Las bacterias que cumplan estos criterios podrian ser
estudiadas posteriormente para la presencia de genes transferibles de resistencia a
oxazolidinonas, mediante PCR maultiples desarrolladas previamente (Bender et al., 2019).
Al igual que en el presente estudio, el gen optr4 ha sido descrito principalmente en
aislados de E. faecalis sensibles a varios antimicrobianos, incluidos los beta-lactamicos.
Sin embargo, estos aislados pueden servir de reservorio para la dispersion del gen a otras
especies mas virulentas y/o con menos alternativas terapéuticas (como los E. faecium

resistentes a vancomicina); al igual que sucede con los ECN, el gen cfr y S. aureus. De
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hecho, existen ya publicadas descripciones de brotes de E. faecium resistentes a
vancomicina positivos para el gen optrA, lo cual supone un serio problema desde el punto
de vista terapéutico (Lazaris et al., 2018; Egan et al., 2020a). Considerando todo lo
anteriormente mencionado es esencial la vigilancia y deteccion precoz de genes
transferibles de resistencia a oxazolidinonas, especialmente en entornos sanitarios con
alta prevalencia de VRE como es el HEB, asi como una estrategia One Health para evitar
la dispersion de los mismos y mantener la eficacia de estos antimicrobianos de ltima

linea.

4.5. Evaluacion de nuevos métodos y algoritmos para la deteccion precoz de
mecanismos de resistencia de especial importancia o de bacterias procedentes

de muestras invasivas (Objetivo 4)

En el Objetivo 4 de la tesis se evaluaron nuevos métodos y algoritmos para la
deteccion precoz de mecanismos de resistencia a beta-lactamicos, fundamentalmente
carbapenemasas, en bacilos Gram-negativos, a partir de muestras o aislados de pacientes
atendidos en el HUCA. Todo ello con el fin de incorporarlos a la rutina de trabajo del
Servicio de Microbiologia. Estudios previos confirmaron la preocupante situacion
epidemiologica de este hospital, que se habia convertido en un importante reservorio de
enterobacterias multirresistentes productoras de carbapenemasas y/o BLEE (Fernandez
etal.,2014, 2015, 2016a, 2016b, 2016c; Poirel et al., 2016). En este contexto, es de vital
importancia la deteccion precoz de dichas bacterias, para instaurar lo mas pronto posible
un tratamiento efectivo en los pacientes infectados por las mismas, especialmente en el
caso de infecciones invasivas, y para la rapida implementacion de medidas de control de
la infeccion que permitan reducir su dispersion. Tal y como se comentod previamente,
existen en la actualidad numerosas técnicas para la deteccion de mecanismos de
resistencia, basadas en diferentes tecnologias y con importantes diferencias en cuanto a
su aplicabilidad en la rutina de los laboratorios de microbiologia clinica, tiempos de
respuesta y coste. Por estas razones, es necesario elaborar algoritmos de trabajo que
resulten costo-efectivos y se adapten a la rutina del laboratorio y a la epidemiologia del

hospital.
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4.5.1. Evaluacion de un nuevo microarray para la identificacion y deteccion de
genes de resistencia bacterianos a partir de hemocultivos positivos

(Articulo 6, Objetivo 4.1)

Los bacilos Gram-negativos, especialmente aquellos pertenecientes al orden
Enterobacterales, se han convertido en una de las principales causas de bacteriemia
(Opota et al., 2015a; Rodriguez-Diaz et al., 2017). La emergencia de mecanismos de
resistencia, como las BLEE o las carbapenemasas, en estas bacterias hace cada vez mas
compleja la instauracion de tratamientos antimicrobianos empiricos efectivos para el
manejo de las infecciones invasivas que causan (Fernandez ef al., 2016¢; Salimnia ef al.,
2016). De hecho, segin estudios recientes, un tercio de los pacientes con sepsis reciben
un tratamiento antimicrobiano empirico no efectivo (Ledeboer et al., 2015), lo que puede
incrementar la mortalidad desde un 10% hasta un 40% (Salimnia et al., 2016). Ademas,
es bien conocido que la instauracion de un tratamiento antimicrobiano efectivo en las seis
primeras horas es crucial para reducir la morbi-mortalidad de los pacientes con sepsis
(Opota et al., 2015b). Por estas razones, existen cada vez mas técnicas para la
identificacion y deteccion de determinantes de resistencia que se pueden aplicar
directamente sobre las muestras de hemocultivo (HC) positivo (Ledeboer et al., 2015;
Fernandez et al., 2016c; Galiana et al., 2017). En el Articulo 6 se llevo a cabo la
evaluaciéon de una nueva técnica, el Sepsis Flow Chip (SFC) (Master Diagndstica,
Granada, Spain), para la identificacion y deteccion de determinantes de resistencia de los
principales agentes causales de bacteriemia. La evaluacion se llevo a cabo de forma
prospectiva durante un periodo de dos meses (Febrero-Marzo del 2017), en aquellos HC
positivos en los que se observaron bacilos Gram-negativos (100). Ademas, se analizaron
19 frascos de HC inoculados artificialmente con aislados de enterobacterias, portadoras
de diferentes genes de resistencia, que habian sido caracterizadas previamente. La razon
de excluir los HC con cocos Gram-positivos fue evitar incluir un nimero importante de
HC con estafilococos coagulasa-negativa sin relevancia clinica (contaminaciones),
Ademas, la deteccion de resistencias por parte del kit esta centrada fundamentalmente en
bacilos Gram-negativos. La evaluacion del SFC (Figura VIII-c) se realiz6 en paralelo con
el protocolo de rutina del laboratorio (Figura VIII-a) y con el protocolo de identificacion
mediante MALDI-TOF previa incubacion corta de cuatro horas descrito por Fernandez

et al. (Fernandez et al., 2016¢) (Figura VIII-b).
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El sistema SFC se basa en una PCR multiple seguida de una hibridacion reversa
automatizada en la plataforma hibrySpot HS24, con una capacidad maxima de 24
muestras. Los resultados pueden obtenerse en aproximadamente cuatro horas trabajando

a maxima capacidad (24 muestras).

Figura VIII: Protocolos de identificacion y antibiograma para hemocultivos positivos
para bacilos Gram-negativos, mostrando el tiempo de obtencion de los resultados

evaluados en el estudio.
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a: Protocolo de rutina del laboratorio de microbiologia del HUCA para la identificacion y antibiograma de
hemocultivos positivos; b: Protocolo de identificacion de hemocultivos positivos con MALDI-TOF previa
incubacion corta (4h) descrito por Fernandez et al. (Fernandez et al., 2016¢); c: Protocolo de identificacion
y deteccion de determinantes de resistencia mediante el Sepsis Flow Chip; 1D: Identificacion; ATB:

Antibiograma; ATB*: Deteccion de determinantes de resistencia.

El sistema SFC consiguid detectar 85 de las 90 bacterias incluidas en su panel
(Tabla IX) presentes en los HC monomicrobianos y 15 de 19 en los polimicrobianos,
resultando un 97,7% y un 78,9% de concordancia con el método de referencia (MALDI-
TOF/Microscan), respectivamente. Sin embargo, al considerar todas las bacterias
recuperadas en el estudio (tanto las incluidas en el panel del SFC como las no incluidas),
el porcentaje de concordancia disminuy6 al 94,4% y 68,2% en los HC monomicrobianos
y polimicrobianos, respectivamente. Estas diferencias se deben a que 6 de las 112 (5,4%)
bacterias detectadas por el método de referencia no estan incluidas en el panel del SFC

(Aeromonas hydrophila, A. caviae, Pasteurella multocida y Pseudomonas putida, entre
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los Gram-negativos, asi como Enterococcus casseliflavus y Streptococcus anginosus
entre los Gram-positivos de las infecciones polimicrobianas). Sin embargo, la mayor
parte de estos ultimos microorganismos son agentes etioldogicos poco frecuentes de
bacteriemia y no se encuentran habitualmente en los paneles comerciales de diagnostico
de sepsis. En definitiva, los microarray siguen siendo las técnicas con mayor capacidad
de deteccion en cuanto a patogenos diferentes se refiere, siendo capaces de detectar entre

el 90 y 95% de los agentes causales de bacteriemia (Opota et al., 2015a).

Tabla IX: Bacterias Gram-negativas y genes de resistencia detectados por el ensayo

Sepsis Flow Chip.
Bacterias Gram-  Acinetobacter baumanii, Citrobacter spp.*, — Enterobacter aerogenes,*7,
negativas Enterobacter cloacae*, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella

oxytoca*®, ~ Morganella morganii, Neisseria meningitidis, Proteus spp.,
Pseudomonas  aeruginosa, Salmonella  enterica®, Serratia marcescens,

Stenotrophomonas maltophilia

Genes de blacrx, blasuv, blaces, blaciv, blawr-3, blaw-15, blammp-19, blaxec, blanpm,
resistencia blanmvcmr, blaoxa-23, blaoxa-24, blaoxa-4s, blaoxa-si, blaoxa-ss, blasm, blasme, blaspm,
blavim

* Especies identificadas solo como Enterobacterales por la sonda “Enterobacteriaceae”

1 Actualmente Klebsiella aerogenes.

Los resultados del estudio en cuanto a identificacion bacteriana fueron similares
a los obtenidos en la tnica evaluacion previa del SFC, en la que se obtuvo un porcentaje
de concordancia de un 96,2% y un 89,1% en la identificacion de HC monomicrobianos y
polimicrobianos, respectivamente (Galiana et al., 2017). A pesar de la buena
concordancia encontrada en nuestro estudio para los HC monomicrobianos (94,4%), hay
que resefar que algunas bacterias (Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae,
Enterobacter kobei 'y Salmonella spp.) fueron identificadas solo como
“Enterobacteraceae”. Este hecho es de importancia, especialmente en aquellas especies
del orden Enterobacterales que de forma natural expresan beta-lactamasas cromosomicas
como las AmpC. El tratamiento de estas bacterias presenta importantes diferencias en
relacion a otras especies del mismo orden que no producen AmpC de forma natural.
Ademas, ninguno de los aislados de Morganella morganii de nuestro estudio (4) fueron

correctamente identificados por el SFC. Aunque en el estudio previo de Galiana et al.
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(Galiana et al., 2017) se habia conseguido la identificacion correcta de esta bacteria, hay
que tener en cuenta que en su trabajo tan solo se incluy6 un aislado. Por tanto, serian
necesarios nuevos estudios para evaluar la fiabilidad del SFC para la identificacion de M.
morganii. Estas deficiencias en cuanto a identificacion fueron subsanadas en nuestro
estudio con la incorporacion del anélisis por MALDI-TOF tras incubacion corta. De esta
manera se consiguio identificar de forma correcta no so6lo los aislados de M. morganii
sino también llegar a nivel de especie en todas las bacterias identificadas como
“Enterobacteraceae” por el SFC, aumentando asi el porcentaje de concordancia del
94,4% al 100%. Cabe destacar que la aplicacion de este protocolo de MALDI-TOF, por
si solo, consiguié una concordancia del 98,9% con el método de referencia, siendo capaz
de identificar todas menos una de las bacterias presentes en los HC monomicrobianos
(Pseudomonas aeruginosa), como ya se demostrd previamente (Fernandez et al., 2016c).
Por el contrario, la concordancia en cuanto a los HC polimicrobianos fue
claramente inferior, pudiendo lograr en tan solo el 50% la identificacion correcta de todas
las bacterias. Como ya habia sido descrito previamente, la aplicacion del protocolo de
identificacion con MALDI-TOF tras incubacion de cuatro horas no aport6 aqui ninguna
ventaja (Ferndndez et al., 2016c), permitiendo identificar tan solo una de las bacterias
presentes en los HC polimicrobianos. La correcta identificacion de todas las bacterias
presentes en los HC polimicrobianos continta siendo un importante reto para las
diferentes técnicas desarrolladas con esta finalidad (Ledeboer et al., 2015; Fiori et al.,
2016; Salimnia et al., 2016). Algunos autores han sugerido que en los HC
polimicrobianos uno de los microorganismos puede crecer mas rapido que los demas,
generando la positividad del frasco de HC en los sistemas de cultivo automatizados. De
esta forma, el resto de microorganismos presentes podrian no haber alcanzado la
concentracion suficiente para ser detectados por los métodos moleculares aplicados
posteriormente, provocando resultados falsos negativos (Blaschke et al., 2012).
Respecto a la deteccion de determinantes de resistencia, el sistema SFC mostro
una concordancia del 98,8%, 98,9% y 99% para blactx-m, blaoxa-4s y blavim
respectivamente, cuando se comparé con la amplificacion por PCR de los mismos genes.
Ademas, todos los fenotipos de bacterias productoras de BLEE o carbapenemasa por el
sistema Microscan mostraron concordancia con los resultados del SFC (excepto un
aislado de Pseudomonas aeruginosa que habia resultado blactx-m positivo pero que, tras
reanalizarse, resultd negativo para este gen). La evaluacion previa del SFC llevada a cabo

por Galiana et al. mostr6 una sensibilidad de un 81,8% para la deteccion de BLEE (siete
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aislados blactx-v y dos blasuv) en bacilos Gram-negativos (Galiana et al., 2017). Sin
embargo, en ninguno de los hemocultivos incluidos se habian encontrado bacterias
productoras de carbapenemasas, aunque si habian utilizado HC inoculados artificialmente
(Galiana et al., 2017). Por tanto, nuestro estudio es el primero en mostrar la efectividad
del SFC para la deteccion de carbapenemasas en muestras clinicas de HC. Debido a la
baja prevalencia de blakpc en nuestro pais (Oteo et al., 2015), tan solo se incluyeron dos
HC inoculados artificialmente con aislados de enterobacterias que portaban este gen
(Enterobacter asburiae y Klebsiella pneumoniae), siendo tan solo uno de ellos (Klebsiella
pneumoniae) detectado por el SFC, por lo que seran necesarios nuevos estudios para
validar la eficacia de esta técnica para la deteccion de blaxpc.

Una limitacion importante del SFC es la no diferenciacion de las variantes de
blasuv. Algunos miembros de esta familia codifican beta-lactamasas de espectro reducido
mientras que otros codifican BLEE (Niiesch-Inderbinen ef al., 1996). Aunque se encontr6d
un 100% de concordancia en la deteccion del gen blasuv entre el SFC y la PCR especifica,
tan solo cuatro de los 18 aislados positivos para este gen fueron confirmados como
productores de una SHV de tipo BLEE. Esto representa una importante limitacion, ya que
el manejo terapéutico de aislados blasuv, productores o no de BLEE, es completamente
diferente. Ademas, en los aislados de Klebsiella pneumoniae, 1a presencia del gen blasnv-
1 de localizacion cromosdmica daria siempre un resultado positivo, sin poder diferenciar
aquellos aislados sensibles a cefalosporinas de amplio espectro de aquellos con una
sobreexpresion del gen blasuv-1 y que podrian expresar un fenotipo de BLEE (Calvo et
al., 2011). Por otra parte, se detectaron tres resultados falsos positivos respecto a la
deteccion de genes de resistencia. Estos resultados probablemente fueron debidos a una
contaminacion durante la recoleccion de la muestra o su procesamiento, ya que no pudo
confirmarse la presencia de estos genes de resistencia mediante la PCR especifica. Cabe
destacar, ademas, que alguna mutacion en la diana de la sonda podria dar lugar a un falso
negativo, por lo que siempre sera necesaria la realizacion de un antibiograma tras el
subcultivo del HC. Finalmente, es evidente que la ausencia de deteccion de genes de
resistencia mediante el SFC no excluye la presencia de otros que no estén incluidos en el
panel.

Como ventajas destacables, el sistema SFC detectdé dos aislados productores de
blaoxa-4s que no habrian sido revelados mediante el procedimiento de rutina del
laboratorio de microbiologia. De hecho, en base a las bajas CMI que mostraban, habian

sido categorizados como sensibles en el antibiograma, probablemente debido a un bajo
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nivel de expresion del gen. La deteccion de genes de resistencia en bacterias que muestran
fenotipo sensible podria tener un cierto valor. Sin embargo, existe debate en torno a ello
y aun no se conoce el papel que puede jugar en el correcto manejo clinico-terapéutico y
epidemiologico de los pacientes que sufren infecciones por dichas bacterias (Tuite et al.,
2014). Otra importante ventaja del SFC es la capacidad de detectar a Klebsiella variicola
como K. pneumoniae, frente a otros microarray que directamente obtienen falsos
negativos para la primera especie (Ledeboer et al., 2015). La deteccion de K. pneumoniae
junto con un resultado negativo para el gen blasuv, que como se dijo anteriormente es
intrinseco en K. pneumoniae, podria sugerir la presencia de K. variicola (Heggman et al.,
2004).

En la actualidad, ademas del SFC, existen otras plataformas para la identificacion
de bacterias y sus determinantes de resistencia a partir de HC positivos, basadas en
diferentes tecnologias como los microarray, la PCR multiple o el FISH (fluorescence in
situ hybridization) (Opota et al., 2015a; Duncan et al., 2019). Entre ellas, las basadas en
PCR especificas o multiples, como el sistema Xpert MRSA/SA BC o el FilmArray, son
capaces de ofrecer resultados en una hora. Sin embargo, el primero s6lo detecta la
presencia de Staphylococcus aureus y del gen mecA, y el segundo, aunque con un panel

de identificacion mas amplio, solo detecta tres genes de resistencia (Tabla X).
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Tabla X: Caracteristicas de los principales sistemas disponibles para la identificacion de

bacterias a partir de hemocultivo positivo.

) ) ) Determinantes  Sensibilidad
Tiempode  Microorganismos

Sistema Método de resistencia  Especificidad
resultados detectados
detectados (%)
4 Gram-positivas 97-100
PNA FISH y _
) FISH >1-3h 4 Gram-negativas - 90-100
QuickFISH
5 Hongos
mecA, vanA/B,
- 81-100
) ) 12 Gram-positivas KPC, NDM,
Verigene Microarray 2,5h ) 98-100
8 Gram-negativas CTX-M, VIM,
IMP, OXA-12
) ) ) 60 Bacterias 95
Prove-it Sepsis ~ Microarray 3,5h mecA
13 Hongos 99
8 Gram-positivas 95-97
) PCR ) mecA, vanA/B,
FilmArray l1h 11 Gram-negativas 91-98
Multiple KPC
5 Hongos
Xpert 100
RT-PCR lh S. aureus mecA
MRSA/SA BC 99-100

FISH: fluorescence in situ hybridization; RT-PCR: PCR a tiempo real.
Modificado de (Opota et al., 2015a).

La plataforma méas similar al SFC es el microarray Verigene, que es capaz de
identificar en un tiempo similar (2,5 horas) ocho bacterias Gram-negativas y seis genes
de resistencia diferentes (de estas bacterias) (Tabla X).

En conclusion, el sistema SFC presenta el panel de identificacién bacteriana y
deteccion de determinantes de resistencia mas amplio del mercado, aportando resultados
en 3-4 horas (en funcién del naimero de HC trabajados de forma simultanea), tras la
positivizacion del HC. Aunque precisa poca manipulacion, el sistema se optimiza
mediante el trabajo por lotes de HC, por lo que los laboratorios deberian determinar como
y cuando instaurar esta tecnologia en su rutina de trabajo. Por otro lado, deteccion precoz
de determinantes de resistencia con técnicas como el SFC, junto a programas PROA,
pueden contribuir a mejorar el manejo clinico-terapéutico y epidemioldgico de los
pacientes con sepsis y, por tanto, reducir la morbi-mortalidad y los costes asociados a este

sindrome infeccioso.
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4.5.2. Evaluacion de un nuevo algoritmo para la deteccion de enterobacterias

productoras de carbapenemasas (Articulo 7, Objetivo 4.2)

El HUCA sufre desde hace afios una situacion endémica de enterobacterias
productoras de carbapenemasa OXA-48 (Fernandez et al., 2014, 2015, 2016a, 2016b,
2016c¢; Poirel et al., 2016). El aumento durante la ultima década de los bacilos Gram-
negativos con sensibilidad disminuida a carbapenémicos, especialmente aquellos
pertenecientes al orden Enterobacterales, es un fendmeno global (Dortet ef al., 2016). La
sensibilidad disminuida a carbapenémicos en enterobacterias estd fundamentalmente
causada por dos mecanismos: 1) la hiperproduccion de beta-lactamasas de tipo AmpC o
BLEE combinadas con alteraciones de la membrana externa y ii) la produccién de
carbapenemasas (Nordmann et al., 2012c; Banerjee et al., 2017; Baeza et al., 2019). La
deteccion precoz de Enterobacterales productores de carbapenemasas (EPC) es un punto
critico para prevenir su diseminacion e instaurar tratamientos antimicrobianos efectivos
de forma rapida (Dortet ef al., 2017). Por ello, se hace necesaria la implementacion de
algoritmos en la rutina de trabajo de los laboratorios de microbiologia con el fin de
detectar la presencia de EPC de forma coste-efectiva y agil.

En el Articulo 7 se describe y evalia un nuevo algoritmo basado en la
incorporacion de la prueba de disco difusion de temocilina y ertapenem en paralelo con
las pruebas de antibiograma automatizadas. El ensayo de disco difusion se llevo a cabo
con el mismo inoculo de la bacteria preparado para la realizacién del antibiograma
mediante el sistema automatizado y sirvié a la vez como cultivo de pureza del mismo.
Este punto es de especial importancia, pues permite disponer de los resultados del
antibiograma y la lectura de los halos de inhibicion al mismo tiempo. Segun el EUCAST,
en todas las enterobacterias con CMI para ertapenem >0,125 mg/L o halo de inhibicion
<25 mm deberia analizarse la presencia de carbapenemasas (EUCAST, 2019). Sin
embargo, la mayoria de paneles de los sistemas automatizados de antibiograma sélo
detectan las CMI >0,5 mg/L para ertapenem, y pocos laboratorios realizan pruebas de
disco difusion de forma rutinaria. Por tanto, las bacterias productoras de enzimas con un
nivel de hidrolisis de carbapenémicos bajo, como la OXA-48, podrian no ser detectadas
(Cavaco et al., 2019). La capacidad de los aislados productores de OXA-48 para
hidrolizar la temocilina ha sido sugerido como un buen marcador para la deteccion de
enterobacterias productoras de OXA-48, especialmente en regiones con una elevada

prevalencia de esta enzima, como Espana (Huang et al., 2014; Oteo et al., 2015;
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Fernandez et al., 2016b; Cavaco et al., 2019). Huang et al., propusieron un punto de corte
de <12 mm para el halo de inhibicién de la temocilina que demostrdé un gran poder de
discriminacion entre aislados productores de OXA-48 y no productores de
carbapenemasas (Huang et al., 2014). En base a lo expuesto, se definieron los siguientes
criterios para la inclusion de aislados de K. pneumoniae en el algoritmo de deteccion y
confirmacion de los productores de carbapenemasa en el HUCA: 1) Criterio 1: CMI para
ertapenem >0,5 mg/L o halo de inhibiciéon <25mm; ii) Criterio 2: halo de inhibicion de

temocilina <12mm (Figura [X).

Figura IX: Algoritmo propuesto para la deteccion fenotipica y confirmacion de Klebsiella

pneumoniae productora de carbapenemasa en el HUCA.

Klebsiella pneumoniae isolated over the 2 years study period; N=2,487

Criteria 1: MIC of ertapenem >0.5 mg/L or inhibition diameter < 25 mm
Criteria 2: Temocillin inhibition diameter < 12mm Temocillin inhibition diameter > 12mm

N=378 N=15
Patient with previous CPE-isolate that Patient without previous CPE-isolate
maintained the same resistance phenotype N=255
N=123
N=255
OXA-48; N=123
Lateral flow IC assay OXA-48
Same day than OXA-48; N=250 K-SeT /
AST results
CPE | nes
VIM; N=3
OXA-48/VIMIKPC
A Real time PCR
| N=1
! N=2
Lateral flow IC assay N=1
OXA-48 K-SeT
Modified Hodge test 24 h after
AST results

N=2 or L
Non-CPE N=t4 CARBANP

Las lineas continuas representan los aislados que cumplieron los criterios 1 y 2; las lineas

discontinuas representan los aislados que cumplieron solo el criterio 1. AST: Antimicrobial susceptibility
testing; CPE: Carbapenemase-producing Enterobacterales; MIC: Minimal inhibitory concentration; N:

number of isolates.

Durante el periodo de estudio (Junio del 2017-Junio del 2019), se obtuvieron
2.487 aislados de K. pneumoniae, de las cuales 378 (15,20%) cumplieron los criterios 1

y 2 propuestos. De ellos, el 98,68%, (373/378) fueron confirmados como productores de

126



DISCUSION

OXA-48 (255) o recuperados de pacientes con aislamientos previos de EPC con el mismo
fenotipo de resistencia (123). Resultados similares fueron obtenidos por Dortet et al., en
un algoritmo analogo al propuesto aqui, pero basado en discos de temocilina y faropenem,
donde obtuvieron excelentes resultados de especificidad y valor predictivo positivo
(96,9% y 92,5%, respectivamente) para la deteccion de aislados productores de OXA-48
(Dortet et al., 2017). El algoritmo propuesto por estos autores mostraba como desventaja
que estaba disefiado para su implementacién en laboratorios que realicen de forma
rutinaria los pruebas de sensibilidad a antimicrobianos mediante la técnica de disco
difusién, algo no frecuente en nuestro pais y que nuestro algoritmo no precisa (Dortet et
al., 2017). Los 123 aislados que fueron recuperados de pacientes con antecedentes de
aislamientos positivos para OXA-48 en los seis meses previos, y cuyo fenotipo de
resistencia no habia variado a lo largo de ese periodo, fueron considerados directamente
como productores de la enzima. Los 255 aislados restantes, que cumplieron los criterios
1 y 2 y no fueron obtenidos de pacientes con antecedentes de EPC, se sometieron de
forma secuencial a las pruebas del algoritmo propuesto en la Figura IX. En un primer
paso, se estudio la presencia de OXA-48 mediante una inmunocromatografia (IC)
especifica para esta enzima, siendo todos los aislados excepto cinco positivos. Estas
pruebas de IC habian demostrado previamente sensibilidades y especificidades del 100%
para la deteccion de OXA-48 (Fernandez et al., 2016a). Ademas, las pruebas de IC de
una sola diana resultan mas econdémicas en comparacion a las que incluyen la deteccion
de varias enzimas (Baeza et al., 2019). Por otro lado, la deteccion de EPC a partir de
cultivo mediante IC es mas rapida (aprox. 15 minutos) que otras pruebas fenotipicas o
moleculares (0,5-4 horas) (Baeza ef al., 2019). De esta forma, la inclusion de la IC en el
primer paso del algoritmo permitid que tan solo cinco aislados tuviesen que ser sometidos
a pruebas suplementarias, ahorrando tiempo y costes. Sin embargo, de estos cinco
aislados, tres fueron confirmados como VIM positivos mediante PCR multiple. La
capacidad de esta enzima para hidrolizar la temocilina ya se habia demostrado
anteriormente (Huang et al., 2014), por lo que se hace necesario confirmar el tipo de
carbapenemasa de los aislados que cumplen los criterios 1 y 2, bien mediante ensayos de
IC o bien con pruebas moleculares. Los dos aislados restantes fueron negativos para la
PCR multiple (OXA-48, VIM y KPC) y el test de Hodge modificado o el Carba NP por
lo que fueron considerados como no productores de carbapenemasas. El algoritmo
presentado mostro, por tanto, un alto poder de discriminacién entre EPC y no-EPC, ya

que tan solo dos (0,53%) de los aislados que cumplian los dos criterios fueron no
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productores de carbapenemasas. Durante el periodo de estudio hubo ademas 15 aislados
que cumplieron el Criterio 1, pero presentaron halos de inhibicion de temocilina >12mm.
De ellos, todos menos uno (K. pneumoniae productora de OXA-48) dieron negativo el
test de Hodge modificado o el Carba NP y fueron por tanto considerados como no
productores de carbapenemasa.

El algoritmo presentado presenta en nuestra opinion grandes ventajas:

- El uso de disco difusién con ertapenem cumple con las recomendaciones del
EUCAST para la deteccion EPC, usando ademas el carbapenémico maés sensible
para este proposito.

- La inclusiéon de la temocilina aporta una alta especificidad para la deteccion de
OXA-48, evitando los falsos positivos del cribado con ertapenem en bacterias con
hiperproduccion de AmpC o BLEE combinadas con alteraciones de la membrana
externa.

- Los resultados son obtenidos en las primeras 24 horas y a la vez que el
antibiograma.

- Es facil de implementar en la rutina de trabajo del laboratorio de microbiologia.

- Su incorporaciéon en areas con alta prevalencia de OXA-48 evitaria pruebas

adicionales para la confirmacion de EPC, ahorrando tiempo y costes.

En definitiva, la implementacion en los laboratorios de microbiologia de
algoritmos como el presentado en esta tesis permite obtener resultados rapidos que
posibilitan la iniciacion precoz de tratamientos antimicrobianos dirigidos adecuados y la
instauracion de medidas de control de la infeccion que ayuden a prevenir la diseminacion

de EPC.
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1) Las exhaustivas medidas de limpieza y control de la infeccidon (intervencién)
llevadas a cabo desde abril del afio 2016 en la unidad de cuidados intensivos (UCI) del
Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA), para reducir el nimero de aislados
de Acinetobacter baumannii resistentes a carbapenémicos (CRAB), han resultado ser
efectivas a lo largo del tiempo. No se han detectado nuevos brotes en dicha unidad hasta

la fecha, terminando asi una endemia que se habia prolongado durante més de 18 afos.

2) El estudio de aislados de CRAB recuperados en el HUCA aproximadamente un
ano después de la intervencion en la UCI ha demostrado la dispersion en todo el hospital
de un clon extremadamente resistente (XDR), perteneciente a la secuencia tipo (ST) 218
y portador de los genes blaoxa-23-ike Y armA. Este hecho pone de manifiesto que las
medidas implantadas en la UCI, aunque efectivas en esta unidad y con un impacto
importante en el resto del hospital, deben ser implantadas en todas las unidades para

conseguir la erradicacion total del CRAB.

3) La dréastica disminucion del nimero de CRAB en el HUCA, especialmente en la
UCI, se ha visto acompafiada de un descenso importante del consumo de colistina. Esto
ayuda a preservar la eficacia de un antibidtico de ultima linea, como es la colistina,

evitando ademas su importante toxicidad para los pacientes.

4) El Hospital El Bierzo (HEB) sufre una prevalencia alarmantemente elevada de
Enterococcus faecium resistentes a vancomicina (VREfm), portadores del gen vand y
pertenecientes al complejo clonal (CC) 17 de alto riesgo, en concreto a las ST80y ST117.
Las escasas alternativas terapéuticas derivadas del fenotipo multirresistente expresado
por estas cepas, que se limitan a linezolid y, en algunos casos, también a daptomicina,
suponen un riesgo para la seguridad de los pacientes infectados, especialmente en los que

padecen infecciones invasivas (bacteriemias).
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5) El paquete de medidas implantado en el HEB para reconducir la preocupante
situacion relativa a los VREfm ha mostrado resultados alentadores en el afio 2019, aunque
serd necesaria su evaluacion a mas largo plazo. Ademas, las medidas implantadas de
forma temporal en la unidad con mayor nimero de infecciones (1A) deberian ser
instauradas de forma secuencial en el resto de las unidades del hospital, para conseguir la

erradicacion total de estas bacterias.

6) La instauracion en el HEB de un programa de cribado de genes transferibles de
resistencia a oxazolidinonas (como linezolid y tedizolid) demostrd la presencia del gen
optrA en tres aislados pertenecientes a diferentes clones de Enterococcus faecalis (ST480,
ST585 y ST7), obtenidos de muestras de orina de pacientes comunitarios. Aunque la
prevalencia encontrada fue baja y los aislados portadores de optrA no planteaban
problemas de tratamiento (eran sensibles a beta-lactamicos), la vigilancia y deteccion
precoz de genes transferibles de resistencia a oxazolidinonas es esencial para evitar su
dispersion a otras bacterias mas virulentas y/o con menos opciones de tratamiento. Esto

es de vital importancia en el HEB debido a la elevada prevalencia de VREfm.

7) Los genes optrA de los tres aislados del HEB se localizaron en pldsmidos, todos
ellos asociados con IS7216 en diferentes entornos genéticos. En un aislado se encontr6
un segundo plasmido portador de numerosos genes de resistencia frente a antibioticos de
diferentes familias. Esta es la primera vez que este plasmido se detecta tanto en un aislado

de origen clinico como fuera de China.

8) En la UCI del HUCA se ha establecido de forma endémica un clon ST2 de
Staphylococcus epidermidis resistente a linezolid (LRSE) y meticilina. Este clon ha
provocado infecciones invasivas graves (como ventriculitis asociada a catéter), estando

seriamente limitadas las opciones de tratamiento de los pacientes.

9) Se ha demostrado una relacion estadisticamente significativa entre el elevado
consumo de linezolid en la UCI del HUCA (aproximadamente siete veces mayor que en
el resto de unidades) y la prevalencia de resistencia a linezolid en S. epidermidis. A pesar
del consumo mucho menor de linezolid en otras unidades, también se comprobd la

persistencia de dicho clon durante un periodo de al menos 7 afos.
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10) Las medidas de control de la infeccidn, y en especial la restriccion de la utilizacion
de linezolid, a través del programa de optimizacion del uso de antimicrobianos (PROA),
en la UCI del HUCA, han conseguido una drastica disminucion de la prevalencia de
LRSE durante el afio 2017. Dichas medidas deben trasladarse al hospital en su conjunto

para preservar la eficacia de este antimicrobiano de Ultima linea.

11) El sistema Sepsis Flow Chip (SFC) mostr6 un elevado porcentaje de
concordancia (94,4%) con el método de referencia en la identificacion de bacilos Gram-
negativos a partir de hemocultivos positivos asociados a infecciones monomicrobianas.
Cuando la identificacion mediante SFC se combind con MALDI-TOF tras una incubacion
de cuatro horas el porcentaje de concordancia aument6 al 100%. Sin embargo, este
sistema solo consigui6 identificar todos los microorganismos presentes en el 50% de los

hemocultivos correspondientes a infecciones polimicrobianas.

12) El SFC posee el panel para la deteccion de genes de resistencia mas amplio del
mercado, pudiendo proporcionar resultados en cuatro horas a partir de un hemocultivo
positivo. Utilizando este sistema se obtuvo un 98,8%, 98,9% y 99% de concordancia con
el método de referencia para los genes blacrx-m, blaoxa-as y blavim, respectivamente. Sin
embargo, la sonda para la deteccion del gen blasuv debe optimizarse para distinguir las
variantes que codifican BLEE. Ademas, los laboratorios de microbiologia clinica deberan

adaptar a su rutina un sistema que se optimiza mediante el trabajo por lotes.

13) El algoritmo propuesto para la deteccion y confirmacion de Enterobacterales
productores de carbapenemasa (EPC), mostr6 un alto poder de discriminacion entre EPC
y no-EPC con sensibilidad disminuida a carbapenémicos. Su implementacion en areas
con alta prevalencia de OXA-48 evitaria pruebas adicionales para la confirmacién de

EPC, ahorrando tiempo y recursos.
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1) Deep room cleaning and infection control measures (intervention) implemented
since April 2016 in the intensive care unit (ICU) of Hospital Universitario Central de
Asturias (HUCA), in order to reduce the number of carbapenem-resistant Acinetobacter
baumannii (CRAB), have been effective. No more outbreaks caused by these bacteria
have been reported to date, ending a long-standing endemicity which has lasted for almost

18 years.

2) The molecular study of CRAB isolates obtained from HUCA nearly one year after
the intervention showed the spread in a whole hospital of a XDR clone belonging to the
sequence type (ST) 218 and carrying the blaoxa-23-ike and armA genes. This finding
highlight that the measures established in the ICU, although effective in this ward, must
be extended to the rest of wards to eradicate CRAB.

3) The drastic decline in the number of CRAB from HUCA, mainly in the ICU, was
followed by a significant decrease in the colistin usage, preserving the therapeutic

efficacy of this last-resort antimicrobial and avoiding its toxicity for the patients.

4) Hospital El Bierzo (HEB) suffered a worrisome high prevalence of vancomycin-
resistant Enterococcus faecium (VREfm), harboring vanA gene and belonging to the high
risk clonal complex (CC) 17, specifically to the ST80 and ST117 clones. The multi-drug
resistance phenotype expressed by these strains, represent a threat for the infected
patients, particularly when suffering invasive infections (bacteremia), because their

treatment is limited to linezolid and in some cases also to daptomycin.

5) The package of infection control measures implemented in the HEB to reconduct
the worrisome VREfm situation showed encouraging results in 2019, although further
long-term surveillance will be required. Moreover, the temporal measures implemented
in the ward with more infections (1A) must be sequentially applied to the other wards to

eradicate VREfm from the whole hospital.
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6) A screening of transferable oxazolidinone-resistant genes carried out in the HEB
showed the presence of optrdA in three isolates belonging to different clones of
Enterococcus faecalis (ST480, ST585 and ST7), obtained from urine samples recovered
from community patients. Although the prevalence of these genes was low, and there are
still therapeutic alternatives to treat infections caused by the isolates (as they were
susceptible to beta-lactams), surveillance and prompt detection of transferable
oxazolidinone-resistant genes are crucial to avoid their spread to more virulent and/or to
multi-drug resistance bacteria. This is especially important in HEB, due to de high

prevalence of VREfm.

7) In the HEB isolates, the optr4 genes were located in plasmids, associated with
[S/216 in different genetic contexts. A second plasmid, found in one of the isolates,
carried a wealth of genes encoding resistance to many other classes of antibiotics. In
addition to be detected in an isolate from a human clinical sample, it is also the first time

this plasmid was detected outside of China

8) A methicillin- and linezolid-resistant Staphylococcus epidermidis (LRSE) ST2
clone has been established in the ICU of the HUCA, causing serious invasive infections

(such as catheter-related ventriculitis), with limited therapeutic options.

9) A statistically significant relation was found between the high linezolid
consumption in the ICU (nearly seven times higher than in other wards) and the
prevalence of linezolid-resistance in S. epidermidis. Despite the lower use of linezolid in
other wards, the presence of the same clone has been demonstrated for almost for seven

years.

10) A drastically decline in the prevalence of LRSE was observed in 2017 due to the
infection control measures implemented, and especially to the restriction of linezolid
usage in the ICU from HUCA via the antimicrobial stewardship initiative. These
measures must be extended to the whole HUCA to preserve the efficacy of this last-resort

antimicrobial.
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11) The concordance between the Sepsis Flow Chip (SFC) assay and the reference
method to identify Gram-negative bacilli from positive blood cultures was high (94.4%)
in monomicrobial bacteremia. When SFC was combined with identification by MALDI-
TOF after four hours incubation, a 100% of concordance was achieved. However, only

50% of all bacteria present in polymicrobial blood cultures were correctly identified.

12) SFC has the more complete panel of relevant resistance genes, and it provides
results in 4 hours after blood cultures positivity. Using this assay, 98.8%, 98.9% and 99%
concordance was obtained with respect to the reference method for blactx-m, blaoxa-as
and blaviv, respectively. However, blasuv detection should be optimized in order to
discriminate ESBL- and non-ESBL-SHV isolates. Moreover, clinical microbiology
laboratories should adapt the implementation of the SFC assay to routine workflow,

considering that this technique is optimized when performed in batch.

13) The algorithm developed for screening and confirmation of carbapenemase-
producing Enterobacterales (CPE), shows a high capacity to discriminate between CPE
and non-CPE isolates with decreased susceptibility to carbapenems. Its implementation
in health care settings with a high prevalence of OXA-48 producers, would avoid

unnecessary additional testing for confirmation of CPE, saving time and resources.
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