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RESUMEN (en español) 
 

 
Las bacterias resistentes a antibióticos suponen una seria amenaza para la salud pública, especialmente 
cuando afectan a antimicrobianos de última línea o presentan fenotipos de resistencia con escasas 
alternativas terapéuticas. Durante el desarrollo de esta tesis se estudió una selección de bacterias, con una 
o ambas características, que causaron, en los últimos años, brotes o endemias en dos hospitales del norte 
de España: el Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA) y el Hospital El Bierzo (HEB).  
En primer lugar se evaluó el efecto a largo plazo de un paquete de medidas de control de la infección, 
instauradas para poner fin a una endemia de Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos 
(CRAB) en la UCI del HUCA. La intervención, 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 además el consumo de colistina, que es 
un antibiótico de último recurso. El estudio molecular de 49 CRAB obtenidos aproximadamente un año 
después de la implantación de las medidas, demostró la presencia de un clon ST218 portador de los genes 
blaOXA-51-like y blaOXA-23-like (resistencia a carbapenémicos) y del gen transferible armA (resistencia a 
aminoglicósidos) en otras unidades del hospital. Estos resultados muestran la dispersión y establecimiento 
de un clon de CRAB fuera de la UCI, por lo que las medidas de control de la infección deberían 
extenderse al resto del hospital para conseguir la erradicación 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 año 2018. Estos aislados 
fueron sensibles únicamente a linezolid (100%) y sensibles dosis-dependiente a daptomicina (78,6%), 
positivos para el gen vanA y pertenecieron al complejo clonal (CC) 17 de alto riesgo. Debido a la 
alarmante situación del HEB en cuanto a VREfm con escasas alternativas terapéuticas, en el año 2018 se 
estableció un cribado de rutina para la detección 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 detección precoz de genes transferibles de resistencia a 
oxazolidinonas, como optrA, es esencial para evitar su dispersión, especialmente en entornos sanitarios 
con alta prevalencia de VREfm. 
En el HUCA se observó una elevada prevalencia de resistencia a LZD en aislados de Staphylococcus 
epidermidis (SERL) del periodo 2011-2017, especialmente en la UCI, donde su incremento mostró una 
relación estadísticamente significativa con el elevado consumo de LZD. En el resto de unidades del 
HUCA, con un consumo considerablemente inferior de este antibiótico, no se encontró relación 
estadísticamente 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 mutación 
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 años, 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 detección precoz de bacterias resistentes es esencial para la rápida instauración de tratamientos 
antimicrobianos efectivos y la implementación de medidas de control de la infección que eviten su 
dispersión. Por esta razón, en el último apartado de la tesis se evaluaron dos métodos para la detección 
precoz de bacterias resistentes en el HUCA. En el primer trabajo se evaluó la capacidad del Sepsis Flow 
Chip (SFC) para la identificación y detección de determinantes de resistencia en bacilos Gram-negativos 
obtenidos a partir de hemocultivos (HC) positivos, combinado con la identificación mediante MALDI-
TOF tras subcultivo de cuatro horas. El SFC identificó correctamente el 94,4% de las bacterias presentes 
en HC monomicrobianos y un 100% cuando se combinó con MALDI-TOF. Además, obtuvo una 
concordancia del 98,8%, 98,9% y 99% para la detección de los genes blaCTX-M, blaOXA-48 y blaVIM de 
resistencia a cefalosporinas de espectro extendido y/o carbapenémicos. En un segundo trabajo se evaluó 
un nuevo algoritmo para la detección y confirmación de Enterobacterales productoras de carbapenemasa 
(EPC), basado en la realización de un ensayo de disco difusión con temocilina y ertapenem. El algoritmo 
mostró un alto poder de discriminación 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 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-51-like, blaOXA-23-like (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 optrA, 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%, 



                                                                

 
 

 

98.9% and 99% concordance was obtained for detection of the blaCTX-M, blaOXA-48 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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Renuncio a que las publicaciones anteriores sean presentadas como parte de otra tesis 
doctoral presentada como compendio de publicaciones. 
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ESPAÑOL 

Las bacterias resistentes a antibióticos suponen una seria amenaza para la salud 

pública, especialmente cuando afectan a antimicrobianos de última línea o 

presentan fenotipos de resistencia con escasas alternativas terapéuticas. Durante 

el desarrollo de esta tesis se estudió una selección de bacterias, con una o ambas 

características, que causaron, en los últimos años, brotes o endemias en dos 

hospitales del norte de España: el Hospital Universitario Central de Asturias 

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

En primer lugar se evaluó el efecto a largo plazo de un paquete de medidas de 

control de la infección, instauradas para poner fin a una endemia de Acinetobacter 

baumannii resistente a carbapenémicos (CRAB) en la UCI del HUCA. La 

intervención, 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 además el consumo de colistina, que es un antibiótico de último 

recurso. El estudio molecular de 49 CRAB obtenidos aproximadamente un año 

después de la implantación de las medidas, demostró la presencia de un clon 

ST218 portador de los genes blaOXA-51-like y blaOXA-23-like (resistencia a 

carbapenémicos) y del gen transferible armA (resistencia a aminoglicósidos) en 

otras unidades del hospital. Estos resultados muestran la dispersión y 

establecimiento de un clon de CRAB fuera de la UCI, por lo que las medidas de 

control de la infección deberían extenderse al resto del hospital para conseguir la 

erradicación 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 año 2018. Estos aislados fueron sensibles únicamente a linezolid (100%) y 

sensibles dosis-dependiente a daptomicina (78,6%), positivos para el gen vanA y 

pertenecieron al complejo clonal (CC) 17 de alto riesgo. Debido a la alarmante 

situación del HEB en cuanto a VREfm con escasas alternativas terapéuticas, en el 

año 2018 se estableció un cribado de rutina para la detección 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 detección precoz de genes 

transferibles de resistencia a oxazolidinonas, como optrA, es esencial para evitar 

su dispersión, especialmente en entornos sanitarios con alta prevalencia de 

VREfm. 

En el HUCA se observó una elevada prevalencia de resistencia a LZD en aislados 

de Staphylococcus epidermidis (LRSE) del periodo 2011-2017, especialmente en 

la UCI, donde su incremento mostró una relación estadísticamente significativa 

con el elevado consumo de LZD. En el resto de unidades del HUCA, con un 

consumo considerablemente inferior de este antibiótico, no se encontró relación 

estadísticamente 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 

mutación 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 años, 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 detección precoz de bacterias resistentes es esencial para la rápida instauración 

de tratamientos antimicrobianos efectivos y la implementación de medidas de 

control de la infección que eviten su dispersión. Por esta razón, en el último 

apartado de la tesis se evaluaron dos métodos para la detección precoz de bacterias 

resistentes en el HUCA. En el primer trabajo se evaluó la capacidad del Sepsis 

Flow Chip (SFC) para la identificación y detección de determinantes de 

resistencia en bacilos Gram-negativos obtenidos a partir de hemocultivos (HC) 

positivos, combinado con la identificación mediante MALDI-TOF tras subcultivo 

de cuatro horas. El SFC identificó correctamente el 94,4% de las bacterias 

presentes en HC monomicrobianos y un 100% cuando se combinó con MALDI-

TOF. Además, obtuvo una concordancia del 98,8%, 98,9% y 99% para la 

detección de los genes blaCTX-M, blaOXA-48 y blaVIM de resistencia a cefalosporinas 

de espectro extendido y/o carbapenémicos. En un segundo trabajo se evaluó un 

nuevo algoritmo para la detección y confirmación de Enterobacterales productores 
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de carbapenemasa (EPC), basado en la realización de un ensayo de disco difusión 

con temocilina y ertapenem. El algoritmo mostró un alto poder de discriminación 

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-51-like, blaOXA-23-like (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 optrA, 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-48 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 histórico de los antimicrobianos y del problema de la resistencia: Del 

magic bullet a la actualidad 

 

A principios del siglo XX, el científico alemán Paul Ehrlich desarrolló 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, lo que abriría las puertas a un nuevo abordaje farmacológico en el manejo 

de las enfermedades infecciosas: la quimioterapia antiinfecciosa. En 1910, Ehrlich 

sintetizó el primer agente quimioterapéutico (compuestos sintéticos con actividad 

antibacteriana), el salvarsán un derivado arsenical que fue el primer tratamiento efectivo 

de la sífilis (Gould, 2016). Pocos años después, en 1932, Gerhard Domagk descubrió 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 descubrió que 

la actividad del prontosil se debía a uno de sus metabolitos, la p-aminobenzosulfonamida 

(sulfanilamida), descubriéndose así la actividad antibacteriana de las sulfamidas. La 

ausencia de patente del prontosil (su metabolito activo, la sulfanilamida, había sido 

sintetizada previamente, en 1908, por el químico Paul Gelmmo y era de dominio público), 

permitió su rápido uso a nivel mundial y el desarrollo de nuevas sulfamidas (Otten, 1986). 

En 1928 Alexander Fleming descubrió de manera fortuita la penicilina, cuando 

observó la acción 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 producción y purificación a gran escala 

(Aminov, 2010).  

El descubrimiento de los tres primeros antimicrobianos: el salvarsán, las 

sulfamidas y la penicilina (primer antibiótico estrictamente hablando: compuestos con 

actividad antibacteriana producidos de forma natural por microorganismos), constituyó 

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, comenzó la 

denominada “época dorada” de los antimicrobianos, iniciándose en los siguientes 20 años 

una carrera por parte de la industria farmacéutica para obtener nuevas moléculas con 

actividad antimicrobiana, preferentemente a partir de microorganismos vivos 

(antibióticos) 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-lactámicos, aminoglicósidos, tetraciclinas, macrólidos, etc.) 

(Podolsky, 2018). La importante disminución 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 introducción de nuevos antimicrobianos en 

la práctica clínica se ha visto acompañado de forma paralela a lo largo del tiempo, por la 

aparición y dispersión de bacterias capaces de sobrevivir a la acción de los mismos 

(bacterias resistentes) (Figura I).  

 

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

aparición de bacterias resistentes. 

 

 
MRSA: Methicillin-resistant Staphyloccocus aureus; EMAg: Enzimas modificantes de aminoglicósidos; 

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 sufrió un severo frenazo tras la “época dorada”, 

disminuyendo sustancialmente el descubrimiento de nuevas moléculas a partir de 1970. 

Esta situación puso fin al sobreestimado optimismo derivado de los grandes logros 

acaecidos con el descubrimiento de moléculas que permitían 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 año 
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2000, no se introdujo ninguna nueva familia a la práctica clínica y tan sólo 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 pública a nivel mundial. No es 

infrecuente que en la práctica clínica diaria nos encontremos pacientes con infecciones 

producidas por bacterias resistentes a la práctica totalidad de antimicrobianos disponibles, 

existiendo muchas veces escasas alternativas terapéuticas, no siempre idóneas ni exentas 

de importantes efectos tóxicos. Así la Organización Mundial de la Salud (OMS) elaboró 

en el año 2017 una lista de bacterias resistentes a antimicrobianos con escasas alternativas 

terapéuticas, para las cuales es prioritaria la investigación y desarrollo de nuevas 

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

 

Tabla I: Lista de patógenos prioritarios de la OMS para la investigación y desarrollo de 

nuevos antimicrobianos.  
Prioridad 1: Crítica 

Acinetobacter baumannii, resistente a carbapenémicos. 

Pseudomonas aeruginosa, resistente a carbapenémicos. 

Enterobacterales, resistente a carbapenémicos, resistente a cefalosporinas de 3ª generación. 

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 3ª generación, 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 situación en la que nos encontramos actualmente, con bacterias 

multirresistentes y escasas alternativas terapéuticas disponibles, hace además necesaria 

la implementación de Programas de Optimización 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 última línea (last-resort) frente a los 
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patógenos de prioridad crítica y alta anteriormente mencionados. En relación 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 últimos grupos (WHO, 2019). Los antimicrobianos del grupo 

Watch deben usarse como primera o segunda opción para el tratamiento empírico de 

síndromes infecciosos específicos, mientras que los del grupo Reserve han de 

considerarse la última opción para el tratamiento de síndromes 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 clasificación 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 y 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 conllevaría a la 

aparición y selección 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 producción de una enzima 

penicilinasa (Abraham et 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 

creído que se encontraba en los propios microorganismos productores de antibióticos, que 

portaban dichos genes como mecanismo de defensa frente a las moléculas que ellos 

mismos sintetizaban, los cuales podrían ser posteriormente transferidos a bacterias 

patógenas (Martínez et al., 2002). Sin embargo, la presencia de múltiples genes de 

resistencia en bacterias ambientales no productoras de antibióticos y no sometidas a 

presión antibiótica, junto con la similitud estructural de muchas moléculas 

antimicrobianas con moléculas implicadas en el metabolismo bacteriano, han abierto 

nuevas teorías sobre el origen de los genes de resistencia (Alonso et al., 2001). 

De esta forma, en la actualidad nos referimos como resistoma antibiótico 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 antibióticos. 

- Resistoma clínico: Genes de resistencia de las bacterias patógenas. 

- Resistoma intrínseco: Genes de resistencia intrínsecos de forma natural en el 

cromosoma de ciertos géneros o familias bacterianas. 

- Protorresistencia: Genes housekeeping o genes que codifican proteínas 

metabólicas, cuya función 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 adaptación.  

 

El resistoma clínico ha sido ampliamente estudiado y documentado en la literatura 

científica desde el descubrimiento de los antimicrobianos; sin embargo, la contribución 

del mismo al conjunto del resistoma es mínima en comparación al resto (Figura II).  
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Figura II: Resistoma antibiótico y contribución de sus componentes. 

 
Modificado de (Wright, 2010) 

 

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 concentración y 

tiempo necesarios para inhibir su crecimiento o causar su muerte, consiguiendo por tanto 

sobrevivir a la acción de los mismos. Los mecanismos básicos por los que una bacteria 

elude la acción 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 difusión 

del antimicrobiano. 

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

- Modificar la diana de acción del antimicrobiano impidiendo su interacción 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 interacción entre ambos. 

 

Además, en función de la naturaleza de estos mecanismos podemos clasificar la 

resistencia bacteriana en intrínseca y adquirida: 

Clínico

Ambiental

Intrínseco

Protorresistencia
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1.2.2.1. Resistencia intrínseca: 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 sólo 

es adquirida por ciertas bacterias a través de modificaciones genéticas que producen 

alteraciones en la estructura o fisiología de la bacteria. Estas modificaciones genéticas 

han sido conseguidas por las bacterias a lo largo del tiempo mediante procesos evolutivos 

de adaptación, principalmente gracias a dos fenómenos: 

 

o Mutaciones: La alta frecuencia de replicación de las bacterias les confiere 

una elevada tasa de mutación. Dichas mutaciones pueden generar al azar un “error 

útil”, que confiera una ventaja selectiva frente al resto de la población no mutada. 

Así, cuando una mutación genera en la bacteria la capacidad de sobrevivir a la 

acción de un antimicrobiano, ésta se vuelve resistente al mismo. Además, hoy 

sabemos que los antimicrobianos son capaces de elevar la tasa de mutación de las 

bacterias, aumentando la posibilidad de adquisición de resistencia y 

posteriormente seleccionar la población resistente. La resistencia a 

antimicrobianos por fenómenos mutacionales de genes intrínsecos sólo se 

transfiere de forma vertical, es decir de la cepa origen a su progenie (Torres, 

2012).  

 

o Adquisición de material genético exógeno: Las bacterias poseen 

plataformas genéticas, como integrones, transposones y plásmidos, que son 

sistemas altamente eficaces que les permiten adquirir y acumular genes exógenos 

del ambiente o de otras bacterias cercanas, y su posterior movilización y 

diseminación a otras bacterias incluso de especies y géneros diferentes.  

 
§ Integrones: Son piezas genéticas compuestas al menos por tres 

elementos (una integrasa, un lugar de recombinación sitio-específico 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 integrón/casetes génicas, siendo estas últimas los elementos 

móviles. 

§ Transposones: Elementos genéticos móviles 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). 

§ Plásmidos: Elementos genéticos extracromosómicos 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 antibióticos (genes de resistencia) 

(Normark et al., 2002). 

 

Los integrones están frecuentemente incluidos en transposones y estos a 

su vez en plásmidos (aunque también pueden localizarse en el cromosoma), lo que 

genera una maquinaria genética con extraordinaria capacidad para adquirir y 

acumular material genético exógeno, en lo que se ha denominado “capitalismo 

genético” (Baquero, 2004). Además, los transposones conjugativos y los 

plásmidos pueden diseminarse entre bacterias muy diversas, mediante fenómenos 

de transferencia horizontal, confiriéndoles un alto poder de dispersión. Por todas 

estas razones cuando los genes de resistencia se albergan en estos elementos 

genéticos representan una importante amenaza epidemiológica y clínica debida, 

además, a los fenotipos de multirresistencia que frecuentemente expresan.  

 

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

relevantes para esta Tesis Doctoral. 
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1.3. Carbapenémicos: características y resistencia 

 

Los carbapenémicos o carbapenemas, pertenecen a la familia de los beta-

lactámicos, unos de los antimicrobianos más ampliamente utilizados en la práctica clínica 

por su amplio espectro de acción 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 acción, pero que era 

químicamente 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 concentración sérica], fue el primer carbepenémico 

incorporado en la práctica clínica en el año 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-lactámicos con mayor espectro de acción, 

por lo que son usados como antimicrobianos de última línea en el tratamiento de 

infecciones graves producidas, o con sospecha de ello, por bacterias resistentes. Sin 

embargo, la emergencia y dispersión de enterobacterias productoras de beta-lactamasas 

de espectro extendido (BLEE) en la década de los 80, así como de otras bacterias 

multirresistentes, ha conllevado un uso más frecuente de dichas moléculas, lo que ha 

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

 

1.3.1. Mecanismo de acción y espectro antimicrobiano 

 

Todos los antimicrobianos pertenecientes a la familia de los beta-lactámicos 

presentan en común un anillo beta-lactámico que constituye el grupo farmacóforo de la 

familia al que debe su nombre. Los beta-lactámicos son potentes bactericidas que inhiben 

la formación de la pared celular de bacterias en fase de crecimiento. El anillo beta-

lactámico actúa como un análogo estructural del dipéptido terminal D-ala-D-ala, 

inhibiendo las enzimas transpeptidasas, carboxipeptidasas, e indirectamente también las 

transglicosidasas, implicadas todas ellas en la síntesis del peptidoglicano. Este conjunto 

de enzimas recibe el nombre de proteínas de unión a la penicilina o PBP (penicillin 

binding proteins). Así, el anillo beta-lactámico actúa como un análogo del sustrato de las 

PBP uniéndose a ellas de forma covalente y con mayor afinidad que el dipéptido terminal, 
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realizando una inhibición “suicida” de estas enzimas y, por tanto, inhibiendo la síntesis 

de la pared celular y deteniendo el crecimiento bacteriano (efecto bacteriostático). En una 

segunda fase, los beta-lactámicos producen una pérdida de ácidos lipoteicoicos, que son 

potentes inhibidores del sistema autolítico, lo que origina la liberación de las mureina 

hidrolasas y desemboca en la muerte celular (efecto bactericida) (Suárez et al., 2009; 

Martínez et al., 2010). 

La estructura química de los carbapenémicos está formada por la condensación 

del anillo beta-lactámico con un anillo pirrolidínico de 5 miembros e insaturado. Este 

segundo anillo posee en posición 1 un átomo de carbono (carba), a diferencia del átomo 

de azufre del anillo tiazolidínico de las penicilinas, y un enlace no saturado entre 2 y 3 (-

em). Estos cambios confieren una gran estabilidad frente a la mayoría de beta-lactamasas. 

Por último, diferentes sustituciones en las posiciones 1 y 2 del anillo pirrolidínico dan 

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

 

Figura III: Estructura química de los principales carbapenémicos. 

 
 

Su espectro de acción es uno de los más amplios de la familia de los beta-

lactámicos comprendiendo bacterias Gram-positivas, Gram-negativas, incluso las 

anaerobias, presentando actividad sobre cepas productoras de la mayoría de beta-

lactamasas. Entre las diferentes moléculas podemos encontrar pequeñas diferencias 

destacando que: i) el imipenem y el doripenem presentan mayor actividad frente a 

bacterias Gram-positivas; ii) el imipenem y el doripenem son más potentes que el 

meropenem frente a Acinetobacter baumannii; iii) el ertapenem presenta un menor 
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espectro de acción, 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 epidemiología 

 

La resistencia a carbapenémicos en bacterias Gram-negativas está causada 

principalmente por tres mecanismos: i) alteración de la permeabilidad de la membrana 

externa, ii) mecanismos de expulsión activa del antimicrobiano e iii) inactivación 

enzimática mediada por la producción de beta-lactamasas (Eichenberger et al., 2019).  

 

- Alteración de la permeabilidad: 

 

Para que los carbapenémicos puedan alcanzar su diana de acción (las PBP) en las 

bacterias Gram-negativas, primero han de atravesar su membrana externa. Debido a su 

pequeño tamaño molecular y su naturaleza hidrófila, los carbapenémicos atraviesan la 

membrana externa a través de las porinas. Por tanto, la pérdida o modificación de ciertas 

de estas porinas conlleva una disminución 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 (Fernández et al., 2012). 

 

- Mecanismos de expulsión activa del antimicrobiano: 

 

Las bacterias han desarrollado mecanismos dependientes de energía (ATP 

principalmente) que les permiten prevenir la acumulación de compuestos tóxicos 

mediante la expulsión de los mismos fuera de la célula. Estos sistemas de expulsión activa 

están involucrados también en la resistencia a antimicrobianos, pudiendo tener como 

sustrato un antimicrobiano de forma específica o afectar a varias familias de 

antimicrobianos diferentes, generando fenotipos multirresistentes. Los últimos están 

codificados mayoritariamente en el cromosoma, mientras que los sistemas específicos 

están codificados generalmente por genes localizados en plásmidos. 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 fenómenos 

de disminución de la permeabilidad (Fernández et al., 2012). 

 

- Inactivación enzimática: 

 

Uno de los principales mecanismos de resistencia a los beta-lactámicos, 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-lactámico, generando compuestos acílicos sin capacidad de unión a las 

PBP y, por tanto, sin actividad antimicrobiana. En las bacterias Gram-negativas, dichas 

enzimas actúan en el espacio periplásmico. Se conocen cientos de beta-lactamasas 

diferentes que afectan a diferentes sustratos y presentan diferente capacidad hidrolítica. 

Aquellas beta-lactamasas con capacidad para hidrolizar carbapenémicos son 

denominadas comúnmente carbapenemasas, aunque en realidad muchas de ellas también 

hidrolizan a la mayoría de los beta-lactámicos. Las carbapenemasas pueden clasificarse 

según su estructura molecular en tres clases: beta-lactamasas de clase A, B y D de la 

clasificación de Ambler (Tabla III). 

 

Tabla III: Principales características de las carbapenemasas más frecuentes. 

Clase 

estructural de 

Ambler 

Grupo 

Bush-

Jacoby 

Sitio activo Inhibidores 
Enzimas 

representativas 
Características 

A 2f Serina 
Inhibidores de 

beta-lactamasas 

KPC 

GES 
 

B 3 Zinc EDTA 

GIM, IMP, 

NDM, SIM, 

SPM, VIM 

No hidrolizan 

monobactams 

D 2d Serina NaCl (in vitro) 

OXA-23 

OXA-48 

OXA-181 

No hidrolizan 

cefalosporinas de 

espectro extendido 

Modificado de (Logan et al., 2017) 
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La dispersión y prevalencia de las carbapenemasas difiere mucho dependiendo 

del género y especie bacteriana, así como de la situación temporo-espacial. De especial 

importancia es la vigilancia de carbapenemasas en miembros del orden Enterobacterales 

(especialmente en K. pneumoniae), debido a su frecuente localización en elementos 

móviles como plásmidos, lo que les confiere una gran capacidad de dispersión y la 

frecuente co-expresión de otros mecanismos de resistencia como las BLEE, generando 

fenotipos de multirresistencia. Otra bacteria preocupante es A. baumannii, donde la 

expresión 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 tóxicas, alternativas terapéuticas. 

 

1.3.3. Epidemiología de las carbapenemasas en Acinetobacter baumannii: 

 

A. baumannii es un patógeno oportunista caracterizado por expresar con 

frecuencia fenotipos de multirresistencia. Este hecho es en parte debido a fenómenos de 

resistencia intrínseca asociados a un menor número de porinas y expresión constitutiva 

de sistemas de expulsión activa. Además, posee una gran capacidad para adquirir 

elementos genéticos como plásmidos, transposones o integrones, que contienen 

determinantes de resistencia (Zarrilli et al., 2013). Según el ECDC (European Centre for 

Disease Prevention and Control), en el año 2018, un 28,8% de los aislados invasivos de 

A. baumannii en la UE presentaban resistencia combinada frente a las fluorquinolonas, 

los aminoglicósidos y los carbapenémicos (ECDC, 2019). Durante mucho tiempo el 

tratamiento de primera línea frente a cepas multirresistentes (MDR: multidrug resistant) 

de A. baumannii fueron los carbapenémicos; sin embargo, en las últimas décadas el 

porcentaje de cepas resistentes a estas moléculas se ha visto incrementado (Dijkshoorn et 

al., 2007). En un estudio multicéntrico, realizado en el año 2010 en 38 hospitales 

españoles, que incluía 143 cepas de A. baumannii, el 82,7% de las mismas presentaba 

resistencia a imipenem (Villar et al., 2014). Según datos del año 2018, el porcentaje de 

resistencia a carbapenémicos en aislados invasivos en España es del 49,4% (ECDC, 2019) 

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

Acinetobacter baumannii por país en la Unión Europea, año 2018.  

 

Tomado de (ECDC, 2019) 

 

El principal mecanismo de resistencia a carbapenémicos en A. baumannii es la 

producción de carbapenemasas. Se han descrito cepas portadoras de beta-lactamasas de 

clase A, B y D de la clasificación de Ambler en todo el mundo, aunque las más 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 Turquía, 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 año 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 esporádica y con origen en diferentes países 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 A. baumannii 

productoras de enzimas NDM fueron descritas en el año 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 et al., 2006; Dijkshoorn et al., 2007; 

Robledo et al., 2010; Djahmi et al., 2014). 

No obstante, como se comentó previamente, las carbapenemasas más 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 más 

de 150 variantes de enzimas OXA y aquellas con capacidad carbapenemasa (CHDL) se 

agrupan en más de diez subgrupos diferentes, basándose en la comparación de las 

secuencias de aminoácidos (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, OXA-27, OXA-49 

2 OXA-24/40-like OXA-24, OXA-25, OXA-26, OXA-40, OXA-72 

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

84, OXA-86 A OXA-89, OXA-91, OXA-92, OXA-94, OXA-95 

4 OXA-58-like OXA-58, OXA-96, OXA-97 

5 OXA-55-like OXA-55, OXA-SHE 

6 OXA-48-like OXA-48, OXA-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 más grande habiéndose detectado más de 45 

variantes. El gen blaOXA-51-like se 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 inserción de la secuencia de inserción ISAba1 en el promotor del 

gen blaOXA-51-like puede producir una sobreexpresión de la enzima, incrementado la 

capacidad hidrolítica sobre los carbapenémicos y generando así 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 A. baumannii, en el año 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 plásmidos. La enzima OXA-23 es la carbapenemasas más ampliamente 

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

- OXA-24/40-like: Este subgrupo está formado por las enzimas OXA-24, -25, -26, 

-40 y -72. Las OXA-24 y -25 fueron descritas por primera vez en España 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 países de la cuenca 

mediterránea, especialmente en la península 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 Túnez, respectivamente (Poirel et al., 

2006, 2010). 

- OXA-143-like: En el año 2009 se identificó una nueva CHDL denominada OXA-

143, producida por una cepa de A. baumannii aislada en el año 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: características 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 año 

1952, y aprobada por la U. S. Food and Drug Administration (FDA) en el año 1958 para 

el tratamiento de las infecciones causadas por S. aureus resistente a la penicilina. Sin 

embargo, su elevada toxicidad (principalmente ótica y renal) y la aprobación en ese 

mismo año de la meticilina (primera penicilina resistente a penicilinasas), relegó su uso 

a pacientes alérgicos a beta-lactámicos. A comienzos de los 80 la confluencia de varios 

eventos provocó que el uso clínico de la vancomicina se incrementase más de 100 veces 

con respecto a las dos décadas anteriores (Kirst et al., 1998). El primero de ellos fue la 

eficacia que mostró la vancomicina para el tratamiento de la enterocolitis 

psudomembranosa, causada por Clostridium difficile. El segundo, fue la dispersión 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 patógenos ha 

supuesto que, desde la década de los 80 hasta la fecha, siga siendo el tratamiento de 

primera elección en la infección por C. difficile, uno de los fármacos de elección en la 

infección invasiva por MRSA y el tratamiento empírico de la meningitis neumocócica 

(junto a una cefalosporina de 3ª generación, hasta conocer la sensibilidad del patógeno a 

los beta-lactámicos) (Levine, 2006). 

Recientemente se han incorporado nuevos derivados glicopéptidos semisintéticos 

a la práctica clínica, 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. Además, 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 química de los glicopéptidos naturales y semisintéticos. 

 
 

1.4.1. Mecanismo de acción y espectro antimicrobiano 

 

Los glicopéptidos actúan inhibiendo la síntesis de la pared celular bacteriana, 

impidiendo la polimerización del peptidoglicano. La diana de acción de los glicopéptidos 

es la D-alanil-D-alanina (D-ala-D-ala) terminal del N-acetil-muramil-pentapéptido. El 

complejo formado por la unión de la vancomicina a la terminación D-ala-D-ala provoca 

un impedimento estérico para las reacciones de transglicosidación y transpeptidación 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 intrínsecamente resistentes. 

Esto se debe a que los glicopéptidos son moléculas de elevado tamaño, que no pueden 

difundir a través de su membrana externa y que por tanto no alcanzan la diana terapéutica. 

Los glicopéptidos son antimicrobianos de última línea 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 epidemiología en enterococos 

 

El principal mecanismo de resistencia a glicopéptidos en enterococos es la 

alteración de su diana de acción, la terminación D-ala-D-ala del pentapéptido precursor 

de la síntesis de la pared celular bacteriana. La eliminación de esta terminación y su 

sustitución 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 están codificadas por diferentes genes 

del operon van. Hasta la fecha se conocen ocho: vanA, vanB, vanD, vanE, vanG, vanL, 

vanM y vanN, además de vanC presente de forma intrínseca en las especies de 

Enterococcus gallinarum y Enterococcus casseliflavus (Tabla V). 

 

Tabla V: Tipos de resistencia a glicopéptidos en enterococos. 
 

Resistencia adquirida 
Resistencia 

intrínseca 

 Alto nivel Variable Moderado Bajo nivel Bajo nivel 

 vanA vanM vanB vanD vanE vanG vanL 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 

Terminación 

del 

pentapéptido 

D-ala-D-lac D-ala-D-ser 

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 vanA y vanB (Cattoir et al., 2013). 

Además, 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 móviles como plásmidos, 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 et al., 1989). Desde 

entonces los VRE se encontraron en todo el mundo, siendo especialmente prevalentes en 

Estados Unidos (EEUU) desde el año 1990 y mostrando una tendencia al alza en la Unión 
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Europea (UE) desde el año 2000 (Torres et al., 2018). Sin embargo, existen importantes 

diferencias en cuanto a su origen y a su epidemiología. En EEUU los primeros VRE 

fueron obtenidos de muestras clínicas 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 generación o el metronidazol en estas 

unidades. Por el contrario, en la UE los primeros aislados se obtuvieron de muestras 

procedentes de personas asintomáticas, pacientes con infecciones comunitarias, animales 

de producción, productos alimentarios y muestras ambientales. La emergencia de estas 

cepas a partir de 1990 en la UE se relacionó 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, más 

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 año 2019, lo que muestra un preocupante incremento 

comparado con el 10,5% del año 2015. Además, existe una alta variabilidad en función 

del país, 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 país en la Unión Europea, año 2019.  

 
Tomado de (ECDC, 2020) 
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1.4.3. Mecanismos de resistencia y epidemiología en estafilococos 

 

La resistencia a vancomicina en estafilococos fue inducida in vitro en laboratorios, 

incluso antes del uso clínico de dicho antimicrobiano. Sin embargo, la dificultad para 

desarrollarla hizo pensar que este fenómeno no se produciría en la práctica clínica, y así 

fue durante los primeros 20 años de uso. Fue en 1979 cuando se detectaron las primeras 

cepas de estafilococos coagulasa-negativa (ECN) resistentes a la vancomicina, aunque la 

verdadera preocupación surgió en 1996, cuando se detectó la primera cepa de S. aureus 

resistente a este antibiótico (Srinivasan et al., 2002). Dentro de S. aureus podemos 

distinguir diferentes fenotipos de resistencia en función de las CMI que presenten frente 

a la vancomicina, según los puntos de corte establecidos por el Clinical and Laboratory 

Standards Institute (CLSI). Así, existen cepas de S. aureus resistentes a la vancomicina 

(VRSA: vancomycin-resistant S. aureus) que presentan CMI ³ 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 (£ 10-5 a 10-6) con CMI entre 4 y 8 mg/L (CLSI, 2019). Sin 

embargo, el European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) 

sólo 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 

adquisición del operon vanA localizado en el transposon Tn1546 y donado por un 

plásmido conjugativo procedente de una cepa VRE. La posterior sustitución de la D-ala-

D-ala terminal del pentapéptido por D-ala-D-lac, con menor afinidad por la vancomicina 

produciría el incremento de las CMI, como se comentó previamente. Las bases genéticas 

de los fenotipos hVISA/VISA, por el contrario, no están tan definidas, aunque parece 

claro que están desencadenados por la acumulación de múltiples mutaciones en sistemas 

reguladores. De especial importancia son las mutaciones en los genes reguladores graSR, 

vraSR y walkKR que controlan la expresión de más de 100 genes involucrados en la 

síntesis de la pared celular, procesos celulares y metabolismo. Las cepas que presentan 

estos fenotipos muestran una pared celular engrosada que dificulta la difusión de la 

molécula de vancomicina hacia su diana de acción, incrementándose por tanto su CMI, 
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además de una actividad autolítica 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 año 1996 en Japón. 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 fenómenos de heterorresistencia podría ser mayor, 

especialmente en cepas que presentan CMI de 2 mg/L frente a la vancomicina (Howden 

et al., 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 detección mediante métodos convencionales. 

Las primeras cepas de VRSA fueron descritas en EEUU, concretamente en Michigan y 

Pensilvania en el año 2002, y hasta la fecha se han publicado tan sólo 52 casos, incluyendo 

14 en EEUU, 16 en la India, 11 en Irán, 9 en Pakistán, 1 en Brasil y 1 en Portugal (Cong 

et al., 2020). Las cepas VISA y sus precursoras hVISA se han relacionado con infecciones 

persistentes, fracaso de tratamiento con vancomicina y peor pronóstico clínico. Sin 

embargo, a día de hoy, la contribución de estas cepas al peor pronóstico 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 antibiótico 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: características 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 años 90 cuando tras una reevaluación de la familia por la compañía 

Pharmacia, se sintetizó una molécula cuyas propiedades antibacterianas, 

farmacocinéticas y su perfil de toxicidad permitirían su uso en medicina humana, el 

linezolid. La FDA aprobó en el año 2000 este fármaco, lo que supuso la introducción de 

una nueva familia de antimicrobianos, después de 32 años (Bialvaei et al., 2017). Tal y 

como se comentó previamente, la expansión del MRSA en los años 80 conllevó un 

importante incremento del uso de la vancomicina, que fue uno de los principales factores 

que contribuyeron a la dispersión en la década de los 90 de los VRE en EEUU. Por otro 

lado, la descripción de las primeras cepas VISA en Japón y EEUU causaron una gran 

preocupación en ese momento. En este contexto, la introducción en la práctica clínica de 

una nueva alternativa terapéutica frente a bacterias Gram-positivas multirresistentes 

supuso un gran alivio. En el año 2014 se aprobó 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 administración en una sola dosis diaria y duraciones de 

tratamiento menores (Burdette et al., 2015). 

 

Figura VII: Estructura química de las oxazolidinonas. 

 
 

 

 

Tedizolid

Linezolid
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1.5.1. Mecanismo de acción y espectro antimicrobiano 

 

Las oxazolidinonas actúan inhibiendo la síntesis de proteínas evitando la 

formación del complejo de iniciación en el que participan las subunidades 50S y 30S del 

ARN ribosómico (ARNr), el ARN de transferencia (ARNt), el ARN mensajero (ARNm) 

y los factores de iniciación. 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 

formación del complejo de iniciación y la síntesis proteica (Long et al., 2012). El 

mecanismo de acción de esta familia de antimicrobianos fue considerado “único” por 

inhibir la síntesis proteica en la fase de iniciación, a diferencia de otros inhibidores como 

el cloranfenicol, los macrólidos, las lincosamidas o las tetraciclinas que lo hacen en una 

fase posterior, la elongación. Este mecanismo de inhibición temprano confiere ciertas 

propiedades a las oxazolidinonas, como la efectividad que muestran inhibiendo la síntesis 

de factores de virulencia de estafilococos y estreptococos (p.ej. la coagulasa, la exotoxina 

pirógena estreptocócica, la hemolisina, la proteína A o la leucocidina de Panton-

Valentine) lo cual resulta especialmente útil en el tratamiento, por ejemplo, de las fascitis 

necrotizantes producidas por cepas virulentas de S. aureus o Streptococcus pyogenes. 

Además, el hecho de tener una diana de acción “única y diferente” al resto de 

antimicrobianos, y ser moléculas totalmente sintéticas, llevó a pensar que no se verían 

afectadas por metilasas modificantes del ARNr 23S, como otros inhibidores de la síntesis 

de proteínas, y que no existirían mecanismos de resistencia natural (Livermore, 2003). 

Sin embargo, actualmente sabemos que otros inhibidores de la síntesis de proteínas como 

el cloranfenicol, la clindamicina y las estreptogramineas del grupo A poseen sitios de 

unión superpuestos, pero no idénticos, al de unión de las oxazolidinonas en el sitio A del 

CPT. Los nucleótidos del CPT, aunque altamente conservados, se adaptan a la unión de 

los antimicrobianos mediante ligeros cambios en sus posiciones relativas. De esta forma, 

las diferencias en el modo de acción de dichas moléculas parecen radicar más que en un 

lugar de unión diferente en el ribosoma, en su afinidad por el sitio y las constantes de 

velocidad de asociación y disociación (Long et al., 2012).  

Las oxazolidinonas tienen actividad bacteriostática frente a la gran mayoría de 

bacterias Gram-positivas de interés clínico: estafilococos (incluido MRSA), enterococos 

(incluido VRE), estreptococos, corinebacterias, Listeria monocytogenes y bacterias 

Gram-positivas anaerobias; además 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 endógenas de expulsión activa, impidiendo 

su interacción con el ribosoma (Livermore, 2003; Bialvaei et al., 2017). 

Los fármacos de esta familia son antimicrobianos de última línea aprobados para 

el tratamiento de la neumonía tanto comunitaria como asociada a cuidado sanitario, 

infecciones de piel y partes blandas, infecciones producidas por VRE y como cobertura 

empírica en infecciones que puedan estar producidas por bacterias Gram-positivas 

multirresistentes. Además, su elevada biodisponibilidad (>90%) permite su 

administración por vía oral, siendo las únicas moléculas con actividad frente a bacterias 

Gram-positivas multirresistentes que permiten la terapia secuencial de vía intravenosa a 

esta vía. 

 

1.5.2. Mecanismos de resistencia y epidemiología 

 

Incluso desde antes de la aprobación del linezolid por la FDA, ya existían 

programas de vigilancia de la actividad del mismo en aislados clínicos, entre los que 

destacan el ZAAPS (Zyvoxâ Appraisal of Potency and Spectrum) y el LEADER 

(Linezolid Experience and Accurate Determination of Resistance). El programa ZAAPS 

comenzó a vigilar la resistencia al linezolid en EEUU durante los años 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 países del mundo (Bialvaei et 

al., 2017). Ambos programas han puesto de manifiesto la gran actividad que mantiene el 

linezolid frente a patógenos Gram-positivos (S. aureus, ECN, Enterococcus faecalis, E. 

faecium, S. pneumoniae, estreptococos del grupo viridans y beta-hemolíticos), mostrando 

unas tasas de resistencia inferiores al 1% desde su comercialización hasta los últimos 

datos publicados por ambos programas en los años 2015 (LEADER) y 2016 (ZAAPS) 

(Pfaller et al., 2017; Mendes et al., 2018). 

 Según 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 último considera no-sensibles o con sensibilidad intermedia las cepas con CMI = 4 

mg/L (Tabla VI). 
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Tabla VI: Interpretación de las concentraciones mínimas inhibitorias (CMI) en mg/L 

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

  S R S R  

Estafilococos 
Linezolid £ 4 > 4 £ 4 ³ 8  

Tedizolid £ 0,5 > 0,5 £ 0,51 ³ 21 1 solo para S. aureus 

Enterococos 
Linezolid £ 4 > 4 £ 2 ³ 8  

Tedizolid - - £ 0,5 -  

Estreptococos 

Linezolid £ 2 > 4 £ 2 -  

Tedizolid 
£ 0,5 >0,5 £ 0,5 - beta-hemolíticos 

£ 0,25 > 0,25 £ 0,25 - grupo S. anginosus 

(CLSI, 2019; EUCAST, 2019) 

 

La resistencia a las oxazolidinonas en bacterias Gram-positivas se puede dividir 

en función de su mecanismo de acción y su capacidad para transmitirse a través de 

elementos móviles: 

 

- Modificaciones de la diana:  

 

o Mutaciones del gen codificante del ARNr 23S: Se han descrito multitud 

de mutaciones puntuales en nucleótidos del dominio V del gen codificante del ARNr 

23S que confieren resistencia a las oxazolidinonas (linezolid y tedizolid). Las primeras 

cepas de origen clínico con resistencia a linezolid fueron descritas en el año 1999 en 

EEUU. Se trataba de cepas de E. faecium resistentes a la vancomicina, que presentaban 

mutaciones en el dominio V, concretamente la mutación que origina el cambio 

G2576T (numeración en referencia al gen del ARNr 23S de Escherichia coli). Dichas 

cepas se aislaron de pacientes con infecciones graves previamente tratados con 

linezolid (Gonzales et al., 2001). El número 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). Además, existe una clara correlación entre la proporción de 

copias mutadas (nº de copias mutadas/nº 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 mutación de una primera copia puede, mediante fenómenos de 

recombinación homóloga, incrementar el número de copias mutadas, produciendo así 

un aumento de la CMI frente al linezolid. Este mecanismo de resistencia está asociado 
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a la adaptación 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 

más frecuente en estafilococos y enterococos (Pfaller et al., 2017; Mendes et al., 

2018). 

 

o Mutaciones en genes que codifican proteínas ribosomales: Alteraciones en 

las proteínas ribosomales L3, L4 y L22, codificadas por los genes rplC, rplD y rplV 

respectivamente, también confieren resistencia a las oxazolidinonas. Parte de dichas 

proteínas están posicionadas en el entorno cercano al CPT, y mutaciones en los genes 

que las codifican pueden producir cambios en sus secuencias de aminoácidos que 

interfieren en la afinidad de las oxazolidinonas por el CPT. Se han descrito multitud 

de mutaciones/cambios aminoacídicos asociados con la resistencia a oxazolidinonas, 

principalmente en cepas de estafilococos y neumococos. Sin embargo, se ha 

demostrado que otros cambios aminoacídicos no interfieren en la actividad de estos 

antimicrobianos, mientras que en otros casos su relación directa con la resistencia no 

ha podido ser confirmada. Esto último se debe a que las mutaciones en genes de 

proteínas ribosomales se hayan con frecuencia en cepas que de forma simultánea 

presentan otros mecanismos de resistencia a oxazolidinonas o linezolid, como 

mutaciones en el gen ARNr 23S o cepas portadoras del gen cfr (que será tratado más 

adelante), lo que no permite esclarecer el papel que pudieran desempañar en la 

resistencia (Long et al., 2012). 

 
o Metilación del ARNr 23S: La metilación de la adenina en la posición 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 metilación 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 et al., 2013). Sin embargo, la diferente estructura 

molecular del tedizolid hace que este fármaco no se vea afectado por dicha metilación, 

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 móviles, como transposones y plásmidos. 

Fue detectado por primera vez en una cepa de Staphylococcus sciuri de origen animal 

en el año 2000 y desde entonces ha sido encontrado en otras especies de ECN, así 

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)] (Stojković 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 et 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 más patógenas, 

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

 

- Protección del ribosoma bacteriano:  

 

En los últimos cinco años se han descrito dos nuevos genes, optrA y poxtA, que 

confieren resistencia tanto al linezolid como al tedizolid y son potencialmente 

transferibles a través de elementos móviles (Wang et al., 2015; Antonelli et al., 2018). 

Ambos codifican proteínas pertenecientes al linaje F de la superfamilia ATP-binding 

cassette (ABC) y confieren resistencia a las oxazolidinonas y otros antimicrobianos 

mediante la protección del ribosoma bacteriano (Sharkey et al., 2016). Dichas 

proteínas impulsan la disociación de las moléculas de antimicrobiano de su diana 

terapéutica, pudiendo afectar a compuestos de diferentes familias siempre que 

compartan sitios de unión superpuestos (p. ej. 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 describió 

por primera vez en el año 2015, en cepas de E. faecalis y E. faecium de origen humano 

y animal, recolectadas entre los años 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 et al., 2018; Sassi et al., 2019). Según un estudio 

reciente, dicho gen ha pasado a ser el principal mecanismo de sensibilidad disminuida 

a linezolid (CMI ³ 4 mg/L) en cepas de E. faecalis aisladas entre los años 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, quizás 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 último, se han descrito diferentes variantes del gen, algunas de las cuales 

guardan relación 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 año 2018 en Italia (Antonelli et 

al., 2018). El gen poxtA codifica para una proteína ABC-F que mantiene una 

homología del 32% con la secuencia aminoacídica de la proteína codificada por el gen 

optrA. Además de resistencia a oxazolidinonas dicho gen confiere resistencia a los 

fenicoles y a las tetraciclinas (Antonelli et al., 2018). Aunque la información sobre la 

dispersión y prevalencia del gen es aún escasa, ya se ha descrito en cepas de E. faecalis, 

Enterococcus hirae y E. faecium (mayoritariamente), principalmente relacionadas con 

animales en la UE, África y China (Elghaieb et al., 2019; Huang et al., 2019; 

Papagiannitsis et al., 2019; Ruiz-Ripa et al., 2019).  

 

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

 

En los laboratorios clínicos de microbiología, la detección 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 razón, se han desarrollado numerosas 

técnicas para la detección rápida de los principales mecanismos de resistencia. De 

especial importancia son aquellas que permiten su aplicación a partir de muestra directa 

en infecciones invasivas (hemocultivos y líquido cefalorraquídeo), por la radical 
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importancia de instaurar un tratamiento antimicrobiano efectivo en las primeras horas del 

síndrome infeccioso. Destacan también aquellas técnicas capaces de detectar mecanismos 

de resistencia potencialmente transferibles que permitan la rápida instauración de 

medidas de control de la infección, evitando la dispersión de los mismos y el control de 

brotes hospitalarios. 

Dentro de estas nuevas técnicas destacan las técnicas moleculares, las 

inmunocromatográficas, los métodos colorimétricos y la espectrometría de masas 

MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization 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 detección de ácidos nucleicos. 

Aunque inicialmente han sido usadas en investigación, desde hace unos años se han 

incorporado en los laboratorios de microbiología clínica. Su aplicación para la detección 

de genes de resistencia aporta importantes ventajas entre las que destacan: su rapidez en 

generar resultados en comparación con los métodos fenotípicos, 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 última razón, las 

técnicas moleculares son consideradas el estándar de oro (gold standard) en la detección 

de genes de resistencia. Sin embargo, las técnicas moleculares no están 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 fenotípica. Entre las técnicas 

moleculares para la detección de genes de resistencia disponibles en los laboratorios de 

microbiología clínica actualmente destacan: i) las técnicas de amplificación de ácidos 

nucleicos (TAAN), particularmente la PCR a tiempo real (RT-PCR); ii) las técnicas de 

hibridación de ADN, principalmente microarrays; iii) las técnicas de secuenciación de 

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

 

RT-PCR: Las técnicas más usadas son las RT-PCR cuantitativas (qPCR), que 

permiten la detección simultánea de múltiples patógenos y genes de resistencia. Existen 

numerosas qPCR capaces de detectar los principales genes de resistencia a meticilina 

(mecA, mecC), vancomicina (vanA, vanB), BLEE (blaCTX-M, blaTEM, blaSHV) y 

carbapenemasas (blaIMP, blaKPC, blaNDM, blaOXA-48, blaVIM), entre otros muchos. 

Actualmente, existen equipos capaces de realizar la extracción y amplificación en un 
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mismo ensayo a partir de muestra directa, con una manipulación mínima 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 rápida toma de decisiones (Frickmann et al., 2014). 

 

Microarrays: Estos métodos se basan en la detección, mediante el análisis de 

imagen, de la hibridación de la molécula objetivo con una sonda específica fijada en una 

base sólida. Son capaces de detectar un gran número de genes de resistencia en un solo 

ensayo al incorporar numerosas sondas en un espacio reducido. Como paso previo a la 

hibridación, es necesario realizar una PCR con iniciadores (primers) universales, 

marcados normalmente con biotina. Actualmente existen diferentes sistemas, como 

Verigen para la detección 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 aún presentan un elevado coste (Ledeboer et 

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

 

NGS: Las técnicas de secuenciación de nueva generación permiten llevar a cabo la 

secuenciación del genoma completo de una bacteria en apenas unas horas. A través de un 

análisis bioinformático se puede identificar la presencia de genes de resistencia en los 

genomas secuenciados, por comparación con los genes disponibles en bases de datos. 

Aunque las aplicaciones de estas nuevas tecnologías son múltiples, la implantación de las 

mismas en la rutina de trabajo de un laboratorio de microbiología clínica es a día de hoy 

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

 

- Técnicas inmunocromatográficas: 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 detección de MRSA. Aunque inicialmente se 

diseñaron 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 instrumentalización ni personal altamente 

especializado y además presentan un precio reducido (Fernández et al., 2016a; 

Glupczynski et al., 2016; March-Rosselló, 2017; Girlich et al., 2018). 
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- Métodos colorimétricos: Recientemente se han desarrollado varios test 

colorimétricos capaces de detectar diferentes mecanismos de resistencia basados en la 

detección de cambio del pH del medio mediante el cambio de color de un indicador tras 

la hidrólisis de un antibiótico. 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). Éstos se basan en la incubación previa de una suspensión bacteriana 

junto al antimicrobiano (cefalosporina o carbapenémico); si la bacteria posee la enzima, 

hidrolizará el antimicrobiano produciendo un cambio del pH del medio que hará 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 et al., 2013; Dortet et al., 2015; Poirel et al., 2016).  

 

- Espectrometría de masas MALDI-TOF: La espectrometría de masas es capaz de 

detectar mecanismos de resistencias principalmente a través de tres vías: i) detección de 

modificaciones del antimicrobiano por enzimas bacterianas; ii) detección de mecanismos 

de resistencia por el análisis del patrón de picos o masa de la bacteria; iii) detección de 

mecanismos de resistencia por medición semi-cuantitativa del crecimiento bacteriano en 

presencia del antimicrobiano. Mediante estos métodos se ha demostrado la capacidad de 

MALDI-TOF para la detección de: beta-lactamasas (incluidas BLEE, AmpC y 

carbapenemasas), resistencia a fluoroquinolonas mediada por la enzima AAC(6´)-Ib-cr, 

enzimas modificantes de aminoglicósidos, cepas de MRSA y resistencia a polimixinas. 

Los diferentes métodos de detección 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 (Oviaño et al., 2019). 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS 
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La resistencia bacteriana a los antimicrobianos es un grave problema de salud 

pública con dimensión global. En los últimos años, hemos asistido a un incremento 

alarmante de bacterias multirresistentes, tanto Gram-positivas como Gram-negativas, con 

diferentes mecanismos de resistencia. Estos mecanismos están con frecuencia codificados 

por genes insertados en distintos elementos potencialmente móviles como plásmidos, 

transposones o integrones/casetes génicas, que facilitan su rápida dispersión entre 

miembros de la misma o diferentes especies bacterianas. Como agravante, la 

incorporación de nuevas moléculas con actividad antimicrobiana a la práctica clínica en 

las últimas 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 situación anteriormente comentada, en la actualidad nos encontramos 

con varios patógenos multirresistentes para los cuales la investigación y desarrollo de 

nuevas moléculas con actividad antimicrobiana frente a ellos es crítica. Además, hemos 

de optimizar y reservar mediante los PROA (PRogramas de Optimización del uso de los 

Antimicrobianos) aquellos antimicrobianos de última línea, pues con frecuencia son las 

últimas alternativas terapéuticas frente a estas bacterias multirresistentes.  

En este contexto, el objetivo principal de la tesis doctoral es el estudio 

epidemiológico de bacterias resistentes a antimicrobianos de última línea o con escasas 

alternativas terapéuticas, así como la investigación de sus mecanismos de resistencia en 

aislados procedentes de dos hospitales del norte de España: 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 dispersión de estas bacterias 

en ambos entornos hospitalarios, disminuyendo así sus tasas de infección nosocomial y 

ayudando al control de brotes nosocomiales, para preservar la efectividad de los 

antimicrobianos de última línea. 

 

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

consecución de los siguientes objetivos: 

 

Objetivo 1. Estudio de aislados de Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos 

procedentes de muestras clínicas y de vigilancia epidemiológica 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 clínicas y de vigilancia epidemiológica en el HEB durante el 

año 2018. 

 

Objetivo 3. Estudio de la resistencia a oxazolidinonas en cocos Gram-positivos 

procedentes de muestras clínicas 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 líquido cefalorraquídeo recuperados en el HUCA durante el 

periodo 2013-2016. 

3.2. Aislados de S. epidermidis resistentes a linezolid procedentes de muestras 

clínicas recuperadas en el HUCA entre 2011-2017. 

3.3. Aislados de enterococos con CMI ³ 4 para linezolid procedentes de 

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

 

En los tres objetivos anteriores, una vez seleccionados los aislados en base a pruebas 

fenotípicas, se estableció el fondo genético de la resistencia y se llevó a cabo la 

tipificación molecular, utilizando para ello técnicas moleculares (objetivos 1, 2, 3.1 y 3.2) 

o secuenciación genómica (objetivo 3.3). 

 

Objetivo 4. Evaluación de nuevos métodos y algoritmos para la detección precoz de 

mecanismos de resistencia de especial importancia o de bacterias procedentes de muestras 

invasivas: 

 

 4.1. Evaluación de un nuevo microarray para la identificación y detección de 

genes de resistencia bacterianos a partir de hemocultivos positivos. 

 4.2. Evaluación de un nuevo algoritmo para la detección de enterobacterias 

productoras de carbapenemasas. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. RESULTADOS 
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Objetivo 1: Artículo 1 

 

 

 



RESULTADOS 

 42 

 

 

 

 



RESULTADOS 

 43 

 

 

 

 



RESULTADOS 

 44 

 

 

 

 



RESULTADOS 

 45 

 

 

 

 



RESULTADOS 

 46 

  



RESULTADOS 

 47 

Objetivo 2: Artículo 2 
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Objetivo 3.1: Artículo 3 
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Objetivo 3.2: Artículo 4 
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Objetivo 3.3: Artículo 5 
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Objetivo 4.1: Artículo 6 
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Objetivo 4.2: Artículo 7 
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El propósito de esta tesis doctoral es el estudio epidemiológico de bacterias de 

especial interés, por ser resistentes a antimicrobianos de última línea o por las escasas 

alternativas terapéuticas disponibles frente a ellas. Se profundizó, además, 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 España: el 

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

Complementariamente se han evaluado algoritmos y técnicas diagnósticas encaminados 

a la detección de algunas de ellas en los laboratorios de microbiología clínica. 

Los estudios de epidemiología 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 además han causado brotes o situaciones de endemia 

en el HUCA o el HEB en los últimos años. Las bacterias estudiadas, los periodos de 

tiempo de selección y el hospital de recogida se muestran a continuación (Tabla VII). 

 

Tabla VII: Aislados bacterianos analizados y criterios de inclusión. 

Bacteria Hospital 
Periodo de 

estudio 
N Criterio de inclusión Artículoa 

Acinetobacter 

baumannii 
HUCA 

Marzo-

Septiembre 2017 
49 Resistencia a carbapenémicos 1 

Enterococcus 

faecium 
HEB 2018 28 Resistencia a vancomicina 

2 (No 

publicado) 

Staphylococcus 

epidermidis 

HUCA 2013-2016 5 
Resistencia a LZD en aislados 

invasivos (SNC) 
3 

HUCA 2011-2017 44 
Primeros aislados disponibles 

resistentes a LZD 
4 

Enterococcus 

faecalis 
HEB 

Febrero- 

Diciembre 2018 
3 

Resistencia a LZD mediada 

por genes transferibles 

5 (No 

publicado) 

HEB: Hospital El Bierzo; HUCA: Hospital Universitario Central de Asturias; N: Número de aislados 

caracterizados a nivel molecular; LZD: Linezolid; SNC: Sistema nervioso central.  
a: Los artículos se numeran de acuerdo con el orden de presentación en el apartado de Resultados. 

 

 La heterogeneidad de las bacterias estudiadas en los diferentes objetivos de la tesis 

muestra, sin embargo, importantes puntos en común que mantienen la unidad temática de 

la misma. Entre ellos destacan los siguientes: 
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- Se trata de bacterias con un importante papel en la infección relacionada con la 

asistencia sanitaria (IRAS) (EPINE, 2019). 

- Se encuentran altamente adaptadas al entorno hospitalario, perteneciendo la 

mayoría 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 está 

codificada por genes potencialmente transferibles a través de elementos móviles. 

 

A pesar de que el estudio a nivel molecular solo se llevó 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 años, lo cual ayuda a 

contextualizar los datos. Los distintos análisis 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 infección instauradas, la implementación de programas PROA y la disminución del 

consumo de ciertos antimicrobianos ha tenido efectos positivos en cuanto a disminución 

de la prevalencia de estas bacterias multirresistentes, las IRAS producidas por las mismas 

y el descenso del consumo de otros antimicrobianos de última línea con efectos tóxicos 

considerables. Todo ello resalta la importancia que tienen el seguimiento epidemiológico, 

los estudios moleculares y la instauración de medidas eficaces para el control de las 

bacterias multirresistentes en el ambiente hospitalario, como ya se ha demostrado 

repetidamente en la literatura científica (Mulanovich et al., 2010; Rodríguez-Baño et al., 

2012; Humphreys, 2014; Tacconelli et al., 2014; Gavaldà et al., 2016; Weßels et al., 

2018). 

 

A continuación, se discutirán 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 (Artículo 1, Objetivo 1) 

 

En el Artículo 1 se evaluó la eficacia a largo plazo de la implementación de un 

paquete de medidas (intervención) en la UCI del HUCA con el objetivo de reducir la 

prevalencia de un patógeno crítico, el A. baumannii resistente a carbapenémicos (CRAB, 

carbapenem-resistant A. baumannii). Además, se analizó el impacto que tuvo dicha 

intervención en el consumo de un antimicrobiano de última línea, 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 intervención, un año aproximadamente 

después de esta se llevó 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 A. baumanni, de los cuales el 86,05% fueron resistentes a carbapenémicos. 

Se trata de un elevado porcentaje, en la línea con lo documentado en informes previos de 

prevalencia de CRAB en España (Fernández-Cuenca et al., 2013; Villar et al., 2014; 

Dahdouh et al., 2017). La UCI del HUCA ha sufrido durante más de 18 años una endemia 

por CRAB, a pesar de aplicar las medidas estándar de control de infección: cultivos 

periódicos de vigilancia activa, aislamiento de contacto de pacientes 

infectados/colonizados, programas de descontaminación ambiental, higiene de manos y 

formación 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 además de difícil limpieza (respiradores, teclados, pantallas, 

esfigmomanómetros, etc.). La implementación de protocolos exhaustivos que mejoren la 

efectividad de los procedimientos de limpieza ambiental, como el one room, one wipe 

(Gavaldà et al., 2016), han demostrado previamente su eficacia en la erradicación de 

CRAB en estas unidades. De esta forma, en Abril del año 2016 se implantó 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 intervención se basó 

principalmente en mantener las medidas de control de infección estándar anteriormente 

comentadas y bloquear los boxes durante dos días 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 había estado colonizado/infectado por una bacteria 
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multirresistente y hasta 12 si lo había estado por un CRAB. Además, en los boxes 

cerrados en los que se podía llevar a cabo la desinfección con peróxido de hidrogeno, ésta 

se realizó durante uno o dos días al mes (Escudero et al., 2017). Como muestra la Figura 

1 del Artículo 1, el número de aislados de CRAB se redujo drásticamente durante el 

periodo de estudio. Así, el porcentaje de resistencia a carbapenémicos en A. baumannii 

pasó 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 intervención 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 intervención fueron recuperados de pacientes infectados o colonizados 

por CRAB previamente a su ingreso en la unidad. Aunque la intervención también tuvo 

un importante efecto en la disminución del número de CRAB en el resto del HUCA, se 

ha seguido detectando un número no desdeñable de aislados durante todo el periodo de 

estudio. Este cambio epidemiológico en el nicho de CRAB fue previamente documentado 

por Villar et al., en cuyo trabajo se describió un descenso en la incidencia de CRAB en 

las UCI, debido probablemente a las medidas de prevención de la infección 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 clásicamente 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 infección, debido a una mayor complejidad y diversidad de funcionamiento 

de los diferentes servicios, así como a una desigual uniformidad en cuanto a la aplicación 

de las medidas en los servicios no UCI (García-Ortega et al., 2011). Los resultados de 

esta tesis muestran por tanto cómo la aplicación de medidas de control de la infección 

limitadas a la UCI no son suficientes para erradicar los CRAB de los hospitales, si estas 

no se amplían a todo el hospital al completo. Por el contrario, la aplicación de paquetes 

de medidas, como los implementados aquí en la UCI, adoptados en todo el entorno 

hospitalario sí han demostrado ser efectivos en el control de la dispersión de CRAB en 

los hospitales (Rodríguez-Baño et al., 2009).  
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 Un descenso de los microorganismos resistentes a antimicrobianos de amplio 

espectro en un determinado entorno debería llevar consigo un descenso en la prescripción 

de antimicrobianos de última línea. El presente trabajo es un paradigma de ello y, de 

hecho, tal y como se puede ver en la Figura 1 del Artículo 1, el descenso en el número de 

CRAB durante el periodo de estudio se vio acompañado de un descenso en el consumo 

de colistina, desde 1,16 a 0,39 días de tratamiento (DOT)/100estancias en el HUCA. La 

colistina es un antimicrobiano de última línea que ha resurgido en los últimos años y cuyo 

uso sistémico está 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 relación entre el incremento de incidencia de CRAB y un posterior aumento 

en el consumo de colistina (López-Lozano et al., 2019), fenómeno 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 año después de la intervención en la UCI, un alarmante 

porcentaje de ellos (97,96%) cumplió criterios XDR (según los propuestos por 

Magiorakos et al.), siendo tan solo uno de ellos resistente únicamente a los 

carbapenémicos (Magiorakos et 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-51-like (intrínseco en A. baumannii) y blaOXA-23-like, mientras que en el 

único aislado no XDR se encontraron los genes blaOXA-51-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 empírico 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 aminoglicósidos, tigeciclina, 

rifampicina o sulbactam son con frecuencia las únicas 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 aminoglicósidos testados, incluida la amikacina, y en todos menos uno se detectó 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 aminoglicósidos y, aunque es más frecuente en 
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especies pertenecientes al orden Enterobacterales, también ha sido descrito en aislados 

de A. baumannii, mayoritariamente en Asia (Doi et al., 2007). Algunos autores han 

sugerido el cribado mediante PCR de este gen (y otros codificadores de metilasas del 

ARNr 16S) en Enterobacterales y BGNNF que presenten CMI elevadas (≥256 mg/L) a 

los aminoglicósidos, debido a su capacidad de dispersión a través de elementos 

potencialmente móviles (Doi et al., 2007). La expansión 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-

23-like y armA positivos en Italia y Grecia, en este último caso con un importante número 

de aislados resistentes también a la colistina (Brigante et al., 2012; Palmieri et al., 2020). 

Mientras, en España nuestro estudio supone la segunda descripción 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 Artículo 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 (según el 

esquema de MLST de Oxford) excepto uno que perteneció 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) 

II (Tomaschek et al., 2016). En el presente trabajo se decidió realizar el tipado MLST 

mediante el esquema Oxford, debido a su mayor poder de discriminación comparado con 

el Pasteur, especialmente dentro del CI-II (Grosso et al., 2011; Tomaschek et al., 2016). 

Así, 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 mayoría de brotes descritos a nivel mundial (Zarrilli et al., 2013). 

En España, el clon ST2 (esquema Pasteur) ha sido el más prevalente durante las últimas 

dos décadas (Villalón et al., 2011, 2015, 2019; Villar et al., 2014). Tal y como se 

comentó, todos excepto uno de los aislados estudiados fueron productores de OXA-23, 
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que es la carbapenemasa más ampliamente diseminada en CRAB en todo el mundo 

(Poirel et al., 2006; Dahdouh et al., 2017). Durante las dos últimas décadas en los países 

de la cuenca mediterránea 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 habían 

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 península ibérica, los aislamientos de CRAB 

han estado mayoritariamente asociados a clones endémicos productores de OXA-24/40 y 

OXA-58 hasta el año 2006 cuando en Portugal se describió 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; Martínez-Lamas et al., 

2014). Concretamente en España, los aislados de CRAB han estado mayoritariamente 

asociados a las enzimas OXA-24/40 y OXA-58 desde al menos el año 1997 hasta el 2010 

(Ruiz et al., 2007; Villalón et al., 2011, 2013, 2015, 2019). A partir de la primera 

detección de A. baumannii productor de OXA-23 en nuestro país en el año 2010 (Espinal 

et al., 2013), tan solo se ha descrito un número 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 

epidemiológico se relacionó con un viaje reciente a Francia y Portugal (Espinal et al., 

2013). En ese mismo año 2010, se describieron los primeros brotes hospitalarios causados 

por aislados OXA-23 en España. El primero de ellos en mayo, en la UCI de un hospital 

de Cádiz 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 describió un nuevo brote en la UCI de un 

hospital de A Coruña, durante un periodo de un año (Julio de 2011-Julio de 2012), debido 

a un clon ST118 (en este último caso según el esquema Oxford) (CI-II), coproductor de 

blaOXA-23-like y armA y cuyo caso índice 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-58-like (13,56%) sobre el gen 

blaOXA-23-like (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 excepción de uno de los 

aislados de CRAB fueron productores de OXA-23, reflejan diferencias regionales en la 
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epidemiología de estas bacterias en España. Los aislados de CRAB en España podrían 

estar disparándose interregionalmente y, de hecho, un ejemplo es la detección del aislado 

portador del gen blaOXA-24-like en nuestro estudio, que fue recuperado de una paciente que 

había estado viviendo en Madrid y había sido atendida en un hospital de esa ciudad dos 

meses antes de su ingreso en el HUCA. 

 Resulta interesante que el único aislado blaOXA-24-like encontrado fuese únicamente 

resistente a carbapenémicos, mientras que todos los aislados blaOXA-23-like 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 podría estar 

relacionado, entre otros factores, con los perfiles de multirresistencia expresados por estos 

últimos. Ello favorecería su establecimiento y dispersión en el ambiente hospitalario, 

especialmente en unidades con elevada presión 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 descripción en España de aislados de A. baumannii pertenecientes al clon ST218 

portadores del gen blaOXA-23-like y la segunda descripción en nuestro país de este 

microorganismo portando a la vez el gen blaOXA-23-like y el gen armA. Los resultados 

obtenidos muestran una vez más el establecimiento y dispersión del gen blaOXA-23-like en 

clones de CRAB XDR y sugieren un cambio en el tipo de carbapenemasa en España, al 

igual que ocurriera previamente en otros países de Europa y la cuenca mediterránea, 

aunque este remplazo podría tener una prevalencia diferente en función de la región del 

país. La diseminación a nivel global de clones de CRAB portadores del gen blaOXA-23-like 

y expresando fenotipos XDR es un motivo de preocupación, especialmente si además son 

portadores de genes de resistencia potencialmente transferibles como el armA o el mcr, 

lo cual limitaría aún más las opciones de tratamiento de las infecciones que causan. Las 

medidas exhaustivas de control de la infección y los estudios moleculares de los aislados 

de CRAB son esenciales para la erradicación de estos microrganismos de las UCI, aunque 

deben de extenderse al resto de los servicios para la erradicación total en los hospitales. 

Además, estas medidas pueden contribuir a disminuir el consumo de colistina en los 

hospitales, preservando así la eficacia de uno de los últimos antimicrobianos efectivos 

para el tratamiento de las infecciones producidas por CRAB XDR y disminuir la toxicidad 

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

(Artículo 2 no publicado, Objetivo 2) 

 

En el Artículo 2 se estudiaron aislados de E. faecium resistentes a vancomicina 

(VREfm, vancomycin-resistant E. faecium) recuperados de pacientes atendidos en el 

HEB durante el año 2018. La razón de que el estudio se centrase en ese año no es otra 

que la disponibilidad de los aislados, puesto que hasta enero de 2018 no se recolectaban 

y congelaban de forma prospectiva y sistemática. No obstante, y como se puede observar 

en la Figura 1 del Artículo 2, para entender el contexto es necesario resaltar que los 

primeros aislados de VREfm en el HEB fueron detectados al menos desde el año 2011, 

aunque de forma muy anecdótica, 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, líquidos intra-abdominales y orinas. 

Además, el número 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 año causadas por este microorganismo, mientras que en el 

periodo 2016-2019 la media fue de 15,8, lo que supone prácticamente el triple. Este 

incremento en el número de bacteriemias producidas por E. faecium, está en línea con el 

cada vez más importante papel de los enterococos en las IRAS, que representan en la 

actualidad una de las principales causas de este tipo de infección tanto en EEUU como 

en la UE (Mendes et al., 2016). De forma preocupante, el aumento en el número de 

bacteriemias por E. faecium en el HEB se ha visto acompañado por un incremento en la 

proporción de aislados resistentes a la vancomicina, alcanzándose una frecuencia del 

37,5% en el año 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. Según esta encuesta, el porcentaje medio de resistencia a 

vancomicina en aislados invasivos de E. faecium fue de un 18,3% en el año 2019 (ECDC, 

2020). Aunque lejos de los porcentajes de resistencia de países 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 

años anteriores (6,2 y 10,5% en 2011 y 2015, respectivamente) (Wisplinghoff et al., 2004; 
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ECDC, 2019, 2020). Como se comentó previamente, existe una alta variabilidad entre los 

distintos países europeos, con porcentajes de resistencia entre el 0,0 y el 50,0% (ECDC, 

2020). Cabe destacar, además, que los porcentajes de resistencia en el año 2018 son 

aproximadamente dos veces mayores en los países del Norte y Este de Europa 

comparados con los del Sur y Oeste. Este hecho contrasta con el patrón clásico 

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). Según datos 

del EARS-Net, el porcentaje de VREfm en España 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 años 2011, 2015 y 2018, 

respectivamente) se encuentra muy por encima de la media de España 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 están calculados sobre un número muy bajo 

de bacteriemias, de modo que la aparición de pocos aislados resistentes genera grandes 

oscilaciones en los porcentajes, como se puede ver en los datos correspondientes al año 

2015 (20% de resistencia a vancomicina, 1/5 de las bacteriemias causadas por VREfm). 

De cualquier manera, debido a la baja prevalencia en España, los aislados de VREfm del 

HEB han tenido un gran impacto en el cómputo nacional, como demuestran los datos del 

EARS-Net de los años 2018 y 2019. En estos años España informó 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 España es baja, a lo largo de las dos 

últimas décadas se han descrito brotes esporádicos en distintas localizaciones. En la Tabla 

VIII se describen las características más notables de los principales brotes ocurridos.  

 

 

 

 

 

 

 

 



DISCUSIÓN 

 101 

Tabla VIII: Principales brotes por Enterococcus faecium resistentes a vancomicina en 

España. 

Referencia Ciudad Año 
Gen 

van 
Epidemiología 

N 

(Colonizados/ 

Infectados) 

MLST 

(Nebreda et al., 

2007) 

Soria 2004-

06 

vanB Brote hospitalario 34 (ND) ST17 

(Montesinos et 

al., 2010) 

Canariasa  2005 vanA Brote hospitalario 

(Servicio de nefrología) 

22  

(12/10) 

ST18 

(Valdezate et al., 

2009) 

Burgos 2006-

08 

vanB Brote hospitalario 50 (40/10) ST17 

(Valdezate et al., 
2012) 

Granada 2008-

09 

vanA Brote hospitalario 

(Servicio de hematología) 

13 (6/7) ST17 

(Herrera et al., 

2017) 

Barcelona 2012-

13 

vanA Brote hospitalario 

(Servicio de nefrología) 

13 (13/0) ST17 

(García Martínez 

de Artola et al., 

2017) 

Tenerife 2015 vanA Brote hospitalario 

(Servicio de hematología) 

22 (20/2) ND 

N: Número de pacientes (colonizados/infectados) por Enterococcus faecium resistentes a vancomicina, 

MLST: MultiLocus Sequence Typing, ND: No disponible. 
a: Aislados procedentes de tres hospitales de Canarias: La Laguna, Las Palmas de Gran Canaria y 

Tenerife. 

 

Como se puede observar, todos los brotes están circunscritos al ámbito hospitalario y 

mayoritariamente limitados a servicios denominados de alto riesgo, como los de 

nefrología y hematología, situación frecuentemente descrita en la literatura (Humphreys, 

2014). En nuestro estudio, aunque el 92% de los aislados obtenidos de muestras clínicas 

fueron recuperados de pacientes hospitalizados, estos se encontraban dispersos en nueve 

unidades diferentes, perteneciendo un 60,87% a unidades quirúrgicas y un 39,13% a 

unidades médicas. Esta situación se asemeja más al brote descrito por Valdezate et al. en 

el hospital de Burgos, donde los VREfm fueron aislados de pacientes ingresados en 

servicios quirúrgicos (70,2%), médicos (19,1%) y de cuidados intensivos (8,5%) 

(Valdezate et al., 2009). Los principales brotes descritos por VREfm en España 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 infección nosocomial y brotes hospitalarios (Arias et al., 

2012). Este linaje se caracteriza por la adquisición de múltiples mecanismos adaptativos, 
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entre los que destaca la resistencia a ampicilina y quinolonas, y la presencia de islas de 

patogenicidad con múltiples genes que incrementan su virulencia y capacidad de 

colonización y transmisión (Leavis et 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 países con baja prevalencia 

de VREfm podría servir de sustrato para la aparición de brotes por este último 

microorganismo (Coque et al., 2005; Leavis et al., 2006). En un estudio longitudinal de 

aislados invasivos de E. faecium en el Hospital Ramón y Cajal de Madrid, durante los 

años 1995-2015, se documentó un importante incremento en el número de bacteriemias 

anuales debidas al mismo, relacionadas con un aumento en el número de AREfm 

pertenecientes al CC17 (Tedim et al., 2017). Así, mientras las bacteriemias causadas por 

aislados de E. faecium sensibles a la ampicilina pertenecían a diferentes clones, aquellas 

producidas por aislados resistentes fueron debidas a unos pocos clones pertenecientes en 

su mayoría al CC17 de alto riesgo. Destaca además en ese estudio que la mayoría de 

bacteriemias por AREfm durante los años 1995-2008 fueron causadas por aislados ST17 

y 18; mientras que a partir del año 2009 hubo una fuerte irrupción de aislados ST80 y 

117, también pertenecientes al CC17 (Tedim et al., 2017). Sin embargo, el resto de brotes 

por VREfm descritos en España 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 descripción en España 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 

detectó el gen vanA, principal mecanismo de resistencia a vancomicina descrito en 

enterococos de Europa (Cattoir et al., 2013; ECDC, 2019; Ayobami et al., 2020). Debido 

al fenotipo de multirresistencia expresado por los clones VREfm de alto riesgo, con 

frecuencia, las únicas opciones terapéuticas para el tratamiento de las infecciones 

producidas por ellos son antimicrobianos de última línea, como la daptomicina y el 

linezolid. La daptomicina es el tratamiento de elección en las bacteriemias por VREfm, 

aunque precisa dosis elevadas (³ 9 mg/Kg/día), e incluso de 8-12 mg/Kg/día en los 

aislados sensibles dosis-dependientes (CMI para daptomicina de 2-4 mg/L, según 

criterios del CLSI) (Chuang et al., 2016; CLSI, 2019). Esto es debido a que el efecto 

bactericida de la daptomicina es concentración dependiente, por lo que en aislados con 

CMI ³ 4 mg/L debe valorarse el tratamiento combinado con ampicilina o ceftarolina para 
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evitar fracasos terapéuticos (Sakoulas et al., 2014; Santimaleeworagun et al., 2019). Por 

esta razón es preocupante el elevado número 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 acción bacteriostática (Chuang et al., 2016). Aunque la 

prevalencia de resistencia a estos antimicrobianos de última línea en enterococos y 

VREfm se mantiene baja, se ha incrementado en los últimos años (Bender et al., 2018), 

preocupando especialmente la adquisición 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 (optrA 

positivos) y pertenecientes a clones de alto riesgo como el ST80 detectado en nuestro 

estudio (Egan et al., 2020a). Preocupa además el hallazgo del gen optrA en aislados de E. 

faecalis en el HEB, tal y como se describe en el Artículo 5 ya que de transferirse este gen 

a los VREfm las opciones terapéuticas frente a este microorganismo serían aún más 

limitadas. 

La colonización del tracto gastrointestinal (TGI) por parte de E. faecium es crucial 

para el desarrollo de la infección y facilita en gran medida su posterior diseminación en 

los ambientes hospitalarios. Así sabemos que por cada paciente hospitalizado con una 

infección 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 

interacción con el hospedador que se basa en la colonización seguida de una larga 

persistencia, más que en una elevada agresividad. Este hecho se ve además agravado por 

la acción 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 colonización y el sobrecrecimiento de los VRE en el TGI 

(Arias et al., 2012). En un modelo de colonización intestinal en ratones, se demostró cómo 

los bacilos Gram-negativos (incluidos los anaerobios) estimulan la producción de la 

lecitina REGIIIg, la cual tiene una acción antimicrobiana frente a las bacterias Gram-

positivas, incluidos los VRE. Así la reducción de las bacterias Gram-negativas por la 

acción de los antimicrobianos, disminuye la producción de REGIIIg facilitando por tanto 

el sobrecrecimiento de VRE en el TGI (Brandl et al., 2008).  

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

consecuencias: 
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- La colonización del TGI precede e incrementa el riesgo de sufrir una bacteriemia 

por VRE, especialmente en pacientes onco-hematológicos, donde la translocación 

bacteriana a partir del TGI es más 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 está relacionado con un 

incremento en la contaminación de la piel de los pacientes y de las superficies ambientales 

de su alrededor. La contaminación 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. Además, la contaminación ambiental puede ser el origen de la 

colonización de otros pacientes y la dispersión de los VRE en los entornos hospitalarios 

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

 

Este gran poder de colonización de los enterococos también se refleja en lo 

sucedido en el HEB. Así, en la Figura 1 del artículo 2 podemos ver cómo un incremento 

en el número 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 más que a infecciones), ha precedido a un incremento en el número de 

bacteriemias. Debido a la preocupante situación epidemiológica del HEB, en febrero del 

año 2019 se implementó un paquete de medidas de control de la infección con el objetivo 

de disminuir el número de VREfm y en paralelo el número de infecciones (Cattoir et al., 

2013). Entre las medidas implementadas destacan las siguientes: 

 

- El marcaje en la historia médica electrónica de todos los pacientes con 

antecedentes de infección/colonización por VRE, realizándose a su ingreso un frotis 

rectal para búsqueda de VRE e ingresándose 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. 

- Revisión y mejora de los productos y protocolos de limpieza y desinfección 

ambiental. 

 



DISCUSIÓN 

 105 

Además, durante el periodo de febrero a julio de 2019 se llevó cabo una vigilancia 

activa de todos los pacientes al ingreso y también de forma semanal en la unidad con 

mayor número de infecciones (unidad 1A, no de riesgo), hasta no detectarse ningún caso 

de transmisión nosocomial durante 14 días en dicha unidad. La implantación de vigilancia 

activa rutinaria fuera de las unidades de alto riesgo está en entredicho y no se recomienda 

de forma general, por no haber demostrado en muchos casos resultados satisfactorios en 

cuanto a erradicación, disminución de la prevalencia de la resistencia y de las IRAS y 

sobre todo por motivos de relación coste/efectividad (Humphreys, 2014). Sin embargo, 

la vigilancia activa en unidades no consideradas de riesgo, hasta eliminar la transmisión 

nosocomial durante dos semanas, y su aplicación sucesiva en otras unidades a lo largo 

del hospital, ha demostrado éxito en el control del MRSA (Rodríguez-Baño et al., 2010). 

Aunque en nuestro centro no se pudo continuar la estrategia más allá de la primera unidad 

seleccionada, los datos del año 2019 son esperanzadores, mostrando una importante 

disminución 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 (Artículos 3 y 4, Objetivos 3.1 y 3.2) 

 
El linezolid es un antimicrobiano de última línea con actividad frente a bacterias 

Gram-positivas, incluyendo el MRSA y los estafilococos coagulasa-negativa (ECN) 

resistentes a meticilina. La elevada penetración del linezolid en el sistema nervioso 

central (SNC) hace que este antimicrobiano de última línea sea una efectiva alternativa 

para el tratamiento de las infecciones del SNC producidas por estas bacterias (Pintado et 

al., 2020). Sin embargo, en los últimos años la prevalencia de resistencia a linezolid entre 

los ECN ha aumentado, especialmente en S. epidermidis, comprometiendo aún más el 

manejo de ese tipo de infecciones. En este contexto, en el marco del Objetivo 3.1 

(Artículo 3) de la tesis se llevó a cabo una revisión retrospectiva de todas las infecciones 

del SNC producidas por S. epidermidis resistentes a linezolid (LRSE, linezolid-resistant 

S. epidermidis) durante los años 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 años (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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cráneoencefálico (1) y que precisaron para su manejo clínico-terapéutico la colocación 

de un drenaje ventricular externo, pudieron recuperarse para el estudio molecular. Las 

cinco infecciones del SNC fueron categorizadas como ventriculitis nosocomiales según 

los criterios del Center for Disease Control and Prevention (Horan et al., 2008). Además, 

todos los pacientes estuvieron ingresados entre 10 y 26 días 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 

colonización del catéter por patógenos de la microbiota de la piel, como ECN y 

Cutibacterium acnes, siendo el S. epidermidis el principal agente etiológico (van de Beek 

et al., 2010). Sin embargo, hasta la fecha solamente se ha publicado un caso clínico de 

meningitis originada por un aislado de LRSE. Por otro lado, el estudio se centra en el 

tratamiento con daptomicina combinado con cotrimoxazol, más que en las características 

clínicas y microbiológicas 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, abordándose además la caracterización detallada de los aislados 

responsables. 

En un estudio multicéntrico llevado a cabo por Russo et al., en hospitales italianos, 

se analizaron tres grupos de pacientes para determinar, entre otros, los factores de riesgo 

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

 

- LIN-R group: pacientes hospitalizados de los cuales se asiló durante el ingreso 

una cepa de Staphylococcus spp. resistente a linezolid de un hemocultivo. 

- LIN-S group: pacientes hospitalizados de los cuales se asiló durante el ingreso una 

cepa de Staphylococcus spp. sensible a linezolid de un hemocultivo. 

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

Staphylococcus spp. durante la hospitalización. 

 

Los resultados de dicho estudio mostraron como factores de riesgo independientes 

para la selección de aislados resistentes a linezolid el tratamiento previo con este 

antimicrobiano y también con antimicrobianos de otras familias y la hospitalización en 

los 90 días previos. Asimismo, cuando se comparó el grupo LIN-R con el LIN-S, el 

primero mostró como principal origen de la bacteriemia el catéter venoso central (p< 

0,001), además de estar relacionado con una estancia media hospitalaria y de UCI mayor 
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(p< 0,001) y con un mayor porcentaje de mortalidad a los 30 días (p< 0,001) (Russo et 

al., 2015). La instrumentalización de los pacientes mediante la colocación de catéteres 

(tanto vasculares, como ventriculares externos), genera una disrupción de la piel que 

puede funcionar como una puerta de entrada de las bacterias de la microbiota cutánea 

hacia el torrente sanguíneo y el SNC. Por tanto, la colonización de la piel mediante 

fenómenos de transmisión cruzada y la selección por presión antibiótica juegan un papel 

crucial en la dispersión de ciertos clones de LRSE como el ST2 en el ambiente 

hospitalario (Russo et al., 2015).  

En nuestro trabajo, sólo tres de los cinco pacientes habían recibido tratamiento 

previo con linezolid. Sin embargo, todos ellos habían estado ingresados en la UCI del 

hospital con estancias prolongadas (10-26 días). Como muestran los datos del artículo, y 

al igual que sucede en otras UCI de nuestro país, el consumo de linezolid en estas 

unidades es muy superior al consumo en las unidades de hospitalización [7,71-8,10 vs 

0,99-2,49 dosis diaria definida (DDD) de linezolid/100 pacientes día en UCI y resto de 

unidades del hospital durante el periodo de estudio, respectivamente]. Este alto consumo 

de linezolid en las UCI podría estar detrás del elevado porcentaje de resistencia a linezolid 

(25% en 2015) encontrado en aislados de S. epidermidis recuperados en estas unidades 

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

estudio, la estancia en UCI previa a la infección se identificó como un factor de riesgo 

independiente asociado al aislamiento de LRSE en hemocultivos (Bouiller et al., 2020).  

Los cinco aislados del presente estudio mostraron el mismo mecanismo de 

resistencia a linezolid, destacando la presencia de la mutación 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 mutación en todas las copias justifica por sí 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 introducción (Long et al., 2012). Cabe destacar, además, que la 

ausencia de una copia silvestre impediría la reversión a la sensibilidad frente a linezolid 

mediante recombinación homóloga (Meka et al., 2004b).  

La tipificación molecular de los aislados utilizando macro-restricción genómica 

seguida de electroforesis de campo pulsado (PFGE) mostró patrones de bandas 

indistinguibles, y el MLST reveló que todos los aislados pertenecieron al clon ST2. Los 

aislados de S. epidermidis relacionados con el ámbito hospitalario pertenecen 
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mayoritariamente al CC5, siendo dentro de este, el clon ST2 el más diseminado a nivel 

mundial (Widerström et al., 2009; Barros et al., 2014; Dortet et al., 2018). El clon ST2 

se caracteriza por un alto nivel de plasticidad genómica, relacionado con un alto 

porcentaje de fenómenos de recombinación/mutación y de adquisición de genes de 

resistencia a antimicrobianos (Widerström 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 comparación con la alta diversidad de los mismos en la comunidad, 

siendo ello un reflejo del consumo de antimicrobianos en el entorno hospitalario 

(Widerström 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 años (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 año 2014. 

La transmisión cruzada y el alto consumo de linezolid en la UCI del HUCA podrían haber 

seleccionado el clon ST2 de LRSE y favorecido su establecimiento en esta unidad. Dicha 

situación es similar a los brotes por LRSE pertenecientes al clon ST2 documentados en 

otras UCI con consumos de linezolid elevados (Seral et al., 2011; O’Connor et al., 2015; 

Lazaris et al., 2018; Weßels et al., 2018). Algunos autores incluso han sugerido un umbral 

de 13 DDD de linezolid/100 pacientes día, a partir del cual la presión selectiva es tal que 

favorece la generación 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 presión antibiótica, conduciría a la colonización de la 

microbiota de la piel de los pacientes, favorecida por la transmisión cruzada, lo que 

incrementaría el riesgo de infecciones nosocomiales asociadas al uso de catéteres.  

 El tratamiento de elección 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 

falleció por causas no atribuibles a la infección. Cada vez existe más evidencia de la 

eficacia del linezolid para el tratamiento de este tipo de infecciones del SNC, y aunque a 

día de hoy no es el tratamiento de elección, sí está recomendado en aquellos casos en los 

que no se pueden usar los glucopéptidos, por intolerancia o toxicidad renal, y cuando la 

infección está producida por aislados de MRSA con CMI ³ 1 mg/L (Tunkel et al., 2017; 



DISCUSIÓN 

 109 

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 descripción de 

infecciones graves como las descritas en el Artículo 3 llevaron a la implementación de un 

paquete de medidas de control de la infección en la UCI en el año 2017. Así, se redujo el 

consumo de linezolid en la unidad, limitando su uso mayoritariamente a tratamientos 

dirigidos y reemplazándose por vancomicina para el tratamiento empírico de las 

infecciones nosocomiales en las que se sospecha la implicación de bacterias Gram-

positivas. Además, y como parte de una intervención PROA en el hospital, un experto en 

enfermedades infecciosas comenzó a revisar las prescripciones de antimicrobianos de 

última línea en la UCI. Tras la implementación de estas medidas, se observó un 

importante descenso en el consumo de linezolid y consecuentemente del porcentaje de 

resistencia a este fármaco en aislados de S. epidermidis en la UCI. El rápido descenso del 

número de aislados de LRSE tras la disminución del consumo de linezolid ya fue descrita 

previamente en otros escenarios similares (Mulanovich et al., 2010; Dortet et al., 2018; 

Weßels et al., 2018; Bouiller et al., 2020), destacando una vez más la importancia de la 

implementación de medidas de control como las aquí descritas para reducir la 

diseminación de clones de LRSE con escasas alternativas terapéuticas, preservando así la 

eficacia de un antimicrobiano de última línea 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 situación, 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 et al., 2018). Esta hipótesis, junto con los 

resultados obtenidos en el Artículo 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 años consecutivos (2013-2016) en la UCI, nos 

llevó a ampliar el estudio sobre los LRSE en el HUCA. Así, en el Artículo 4 se decidió 

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 relación con el consumo 

de linezolid en los respectivos entornos durante un periodo de siete años (2011-2017). 

Además, se llevó a cabo el estudio molecular de los primeros aislados de LRSE 

disponibles (44 en total, recuperados entre Junio del año 2013 y Junio del 2014). Como 
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se puede observar en la Figura 1 del Artículo 4, los primeros aislados del LRSE han 

circulado en el HUCA al menos desde el año 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 relación entre el consumo de linezolid y la prevalencia de aislados de LRSE 

en la UCI fue estadísticamente significativa (p= 0,02). Aunque la prevalencia de LRSE 

en el resto del HUCA no mostró una relación estadísticamente 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 año. De los 44 LRSE recuperados entre Junio del año 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 mutación puntual G2576T en las seis copias del gen que codifica el ARNr 

23S. Afortunadamente, tan solo en cinco aislados (11,36%) se encontró el gen transferible 

cfr, y hasta la fecha no se han detectado en el HUCA brotes por especies más virulentas, 

como S. aureus, portadoras de este gen de resistencia a linezolid, al contrario de lo que 

ya sucediera en otros hospitales de España (Morales et al., 2010). Todos los aislados 

menos uno fueron resistentes a meticilina por mediación del gen mecA insertado dentro 

de un casete estafilocócico cromosómico (SCC)mec del tipo III, ya descrito previamente 

en aislados de LRSE pertenecientes al clon ST2 (Seral et al., 2011; O’Connor et al., 

2015). Además, el 77,27% (34/44) de los aislados presentaron el mismo patrón de 

resistencia que los descritos en el Artículo 3, siendo únicamente 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 años 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 años (2011-17) en todo 

el HUCA, a pesar del traslado del hospital a un nuevo edificio en Junio de 2014. Como 

se comentó previamente, el establecimiento y permanencia de clones de LRSE se ha 

asociado mayoritariamente a unidades con altos consumos de linezolid (Seral et al., 2011; 

O’Connor et al., 2015; Lazaris et al., 2018; Weßels et al., 2018), y tan solo 
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ocasionalmente se han mantenido durante largos periodos de tiempo. La primera 

descripción fue en el año 2012 por Barros et 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). Más recientemente, Morroni et al., 

documentaron en un hospital de Italia, durante un periodo de 12 años, 26 aislados de 

LRSE de los cuales 23 (88,46%) pertenecían al clon ST2 y mostraban como principal 

mecanismo de resistencia a linezolid la mutación G2576T, (Morroni et al., 2016). A 

diferencia de estos estudios, que no aportaban datos sobre el consumo de linezolid, Dortet 

et al., relacionaron la diseminación y establecimiento de aislados de LRSE pertenecientes 

a tres clones (ST2, ST5 y ST22) en un hospital de Francia, durante un periodo de tres 

años, 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 sólo 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 confirmarían 

la hipótesis de que existe una gran dispersión de clones de LRSE fuera de las UCI, con 

un gran número de pacientes colonizados en otras unidades hospitalarias. Estas cifras 

podrían estar subestimadas ya que, al formar parte de la microbiota de la piel, el 

aislamiento de S. epidermidis en muestras clínicas rara vez se considera de valor, salvo 

en muestras estériles, y por tanto no es frecuente la realización de pruebas de sensibilidad 

antibiótica sobre estos aislados. Sin embargo, cuando los pacientes se encuentran 

ingresados en UCI, están sometidos frecuentemente a la colocación de dispositivos 

médicos invasivos que funcionan como una puerta de entrada hacia líquidos 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 

detección de mecanismos de resistencia a linezolid y otros fármacos. Este fenómeno 

queda reflejado en los datos del ENVIN-HELICS que muestran como S. epidermidis es 

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

primero dentro de los Gram-positivos (http://hws.vhebron.net/envin-helics). Además, en 

la mayoría 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), Webels et al., 57,1% 

(8/14) (Baos et al., 2013; Barros et al., 2014; Morroni et al., 2016; Weßels et al., 2018), 

de forma similar a nuestro estudio donde se obtuvo un 38,6% (17/44). Incluso se han 



DISCUSIÓN 

 112 

descrito brotes de LRSE relacionados con infecciones asociadas a catéteres en UCI, como 

el ocurrido en un hospital de Zaragoza en el año 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 III (Seral et al., 2011), al igual que en nuestro estudio. 

La relación entre las infecciones asociadas a catéteres y los clones de LRSE podría ir más 

allá del hecho de la colonización previa de la microbiota de la piel y la disrupción de esta 

por los dispositivos médicos. El uso de catéteres recubiertos con antimicrobianos como 

la rifampicina se ha postulados como un factor más en la selección de clones resistentes 

(Reitzel et al., 2020). En esta Tesis, el 97,73% (43/44) de los aislados de LRSE del 

Artículo 4 y el 100% (5/5) del Artículo 3 fueron resistentes a rifampicina. Además, en un 

estudio reciente, Lee et al., identificaron como principal mecanismo de resistencia a este 

antibiótico en cepas de S. epidermidis una doble mutación (D471E y I527M) en el gen 

rpoB que codifica la subunidad β de la enzima ARN-polimerasa bacteriana. Estas 

mutaciones se encontraron, de forma prácticamente exclusiva, en aislados pertenecientes 

a los clones ST2 y ST23 (Lee et al., 2018). En este estudio además, se demostró una 

relación 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 infección y restricción del consumo de linezolid 

a través del programa PROA, implantadas en el año 2017 en la UCI del HUCA y descritas 

previamente, consiguieron una drástica disminución de la prevalencia de LRSE en la UCI. 

Sin embargo, a la luz de los resultados del Artículo 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 (Artículo 5 no publicado, Objetivo 3.3) 

 

Tal y como muestran los resultados del Artículo 2 y como se discutió previamente, 

en el HEB existe una alta prevalencia de VRE con muy escasas alternativas terapéuticas 

(limitadas a linezolid y daptomicina). Por esta razón, a partir de Febrero del año 2018 se 

comenzó 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 aún más la situación. 

De esta forma, a todos los aislados que presentaban esas CMI se les realizó un ensayo de 

disco difusión con cloranfenicol, y un estudio mediante PCR de los genes transferibles de 

resistencia a oxazolidinonas: cfr, optrA y poxtA. En el Artículo 5 se presentan los 

resultados del cribado realizado entre Febrero y Diciembre del año 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 antibiótico (una CMI de 4 

mg/L es categorizada como sensible por el EUCAST e intermedia por el CLSI) está en 

línea con estudios previos. Así, en el Programa de Vigilancia de Antimicrobianos 

SENTRY en el que se estudiaron 26.648 aislados de enterococos procedentes de 

diferentes países en el periodo 2008-2016, tan solo se encontraron 102 (0,38%) con CMI 

≥4 mg/L para linezolid (Deshpande et al., 2018). En otros estudios en los que se hicieron 

cribados similares al del presente trabajo, como el de Argudín et al., en Bélgica o el de 

Càmara et al., en España, el número 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] (Argudín et al., 2019; Càmara 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 detectó 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 

año 2015 por Wang et al., en una colección 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 

descripción, este gen ha sido encontrado en cepas de origen animal, humano y en muestras 

ambientales a lo largo de todo el mundo (África, América del Norte y del Sur, Asia y 

Europa), aunque en mayor proporción en China (Wang et al., 2015; Deshpande et al., 
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2018; Argudín et al., 2019; Càmara et al., 2019; Elghaieb et al., 2019; Ruiz-Ripa et al., 

2019, 2020; Moure et al., 2020). En España, hasta la fecha tan solo existen tres 

publicaciones en las que se describa la detección de dicho gen en muestras clínicas de 

origen humano (Càmara 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 país, en un estudio realizado por el Centro 

Nacional de Microbiología con un número 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 optrA positivos de 

nuestro trabajo, todos fueron obtenidos de muestras de orina de pacientes que presentaban 

infección del tracto urinario (ITU), al igual que en las series previamente descritas en 

España (Càmara et al., 2019; Moure et al., 2020; Ruiz-Ripa et al., 2020). Esto no es de 

extrañar ya que las ITU son una de las principales infecciones que producen los 

enterococos. A diferencia del estudio de Càmara et al., donde todos los aislados optrA 

positivos (5) fueron obtenidos de muestras procedentes de pacientes ingresados (Càmara 

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 et 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 dispersión comunitaria es la variabilidad clonal de los aislados 

encontrada en nuestro estudio, al igual que fue descrito en los otros trabajos (Argudín et 

al., 2019; Càmara 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 más 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; Argudín et al., 2019; Sassi et al., 2019; Egan et 

al., 2020b) y también en España (Càmara et al., 2019; Moure et al., 2020; Ruiz-Ripa et 

al., 2020). El tercer aislado perteneció al clon ST7, variante de un solo locus (pstS) del 

ST317, y descrito por primera vez en este trabajo. 

El gen optrA 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 

hipótesis que el uso de un fenicol, el floranfenicol, en veterinaria podría 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 producción podría favorecer la co-selección de aislados 

optrA-positivos, los cuales a su vez han sido detectados también en productos cárnicos, 

lo que pone de manifiesto la importancia que puede tener la cadena alimentaria en la 

dispersión del gen optrA (Freitas et al., 2017; Elghaieb et al., 2020), así como la 

importancia de una aproximación One Health para luchar contra esta resistencia (Walsh, 

2018). Además, el uso de otros antimicrobianos en medicina humana, como las 

quinolonas, también ha sido sugerido como mecanismo de co-selección de aislados 

optrA-positivos (Càmara et al., 2019). Estos dos hechos podrían estar detrás 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 

había sido previamente tratado con oxazolidinonas, aunque dos de ellos sí que habían 

recibido otros antimicrobianos como azitromicina, cefuroxima y quinolonas en los 

últimos tres meses. Este hecho podría haber favorecido la co-selección de los aislados 

optrA-positivos, aunque son necesarios más estudios para conocer con certeza los 

reservorios de este gen, así como la relevancia del uso de antimicrobianos en medicina 

humana como factor selector de los aislados que lo portan. 

La secuenciación del genoma de los tres aislados portadores del gen optrA 

permitió su asignación a diferentes clones: ST480, ST585 and ST7, para Efae-HEB1, 

Efae-HEB2 y Efae-HEB3, respectivamente. Demostró, además, la localización 

plasmídica 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 plásmidos, asociados a una 

o dos copias de la secuencia de inserción IS1216. Esto apoya el papel de IS1216 en la 

movilización de optrA (y fexA), previamente sugerido por otros autores (Shang et a.l, 

2019). En uno de los tres aislados, Efae-HEB2, se detectó un segundo plásmido que porta 

numerosos genes que confieren resistencia frente a aminoglicósidos [aac(6´)-aph(2´´), 

ant(6)-Ia, aph(3´)-III, aadE, sat4, apt y spw], tetraciclinas [tet(L) y tet(M)], cloranfenicol 

(cat) y trimetoprim [dfr(G)], o son responsables de los fenotipos MLSB [macrólidos-

lincosamidas-estreptograminas del grupo B; erm(B)], LSAP (lincosamida, 

estreptogramina A y pleuromutilinas; lsaE) y L (lincosamidas: lnuB). Un plásmido 

estrechamente relacionado con este se encontró en un aislado ST256 de E. faecalis, 

obtenido de heces de cerdo en China (número de acceso MK465702). Sin embargo, esta 

es la primera vez que dicho plásmido se detecta fuera de China, en concreto en un aislado 
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ST585 de origen clínico, demostrando así su presencia en diferentes clones, ambientes y 

países. El análisis de la secuencia del gen oprtA identificó dos variantes diferentes, 

correspondiendo con dos formas alternativas de la correspondiente proteína. Efae-HEB2 

presentó la proteína OptrAE349, considerada como silvestre ya que fue encontrada en el 

primer aislado optrA positivo, codificada por el plásmido pE349 (Wang et al., 2015). Los 

otros dos aislados (Efae-HEB1 y Efae-HEB3) mostraron las sustituciones Tyr176Asp y 

Thr481Pro que corresponden a la variante DP, previamente descrita en aislados clínicos 

en hospitales de China (Cai et al., 2015; Cui et al., 2016; Shang et al., 2019) y también 

muy recientemente en España (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 número y tipo de sustituciones aminoacídicas en la 

proteína OptrA no tiene un claro efecto sobre el nivel de resistencia a linezolid (Morroni 

et al., 2017). Además, 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). Según esto, la dispersión del gen optrA en enterococos 

podría estará subestimada, debido a la pequeña alteración que genera en las CMI frente 

al linezolid, que con frecuencia se sitúan en 4 mg/L y pueden ser categorizadas como 

sensibles según el EUCAST. 

La fuerte asociación de CMI ≥4 mg/L para linezolid junto con la resistencia al 

cloranfenicol, podrían 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 creación de una alerta en los mismos cuando 

una bacteria Gram-positiva muestre una CMI ≥4 mg/L para linezolid además de 

resistencia a cloranfenicol. Las bacterias que cumplan estos criterios podrían ser 

estudiadas posteriormente para la presencia de genes transferibles de resistencia a 

oxazolidinonas, mediante PCR múltiples desarrolladas previamente (Bender et al., 2019). 

Al igual que en el presente estudio, el gen optrA ha sido descrito principalmente en 

aislados de E. faecalis sensibles a varios antimicrobianos, incluidos los beta-lactámicos. 

Sin embargo, estos aislados pueden servir de reservorio para la dispersión del gen a otras 

especies más 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 detección precoz de genes 

transferibles de resistencia a oxazolidinonas, especialmente en entornos sanitarios con 

alta prevalencia de VRE como es el HEB, así como una estrategia One Health para evitar 

la dispersión de los mismos y mantener la eficacia de estos antimicrobianos de última 

línea.  

 

4.5. Evaluación de nuevos métodos y algoritmos para la detección 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 

detección precoz de mecanismos de resistencia a beta-lactámicos, 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 Microbiología. Estudios previos confirmaron la preocupante situación 

epidemiológica de este hospital, que se había convertido en un importante reservorio de 

enterobacterias multirresistentes productoras de carbapenemasas y/o BLEE (Fernández 

et al., 2014, 2015, 2016a, 2016b, 2016c; Poirel et al., 2016). En este contexto, es de vital 

importancia la detección precoz de dichas bacterias, para instaurar lo más pronto posible 

un tratamiento efectivo en los pacientes infectados por las mismas, especialmente en el 

caso de infecciones invasivas, y para la rápida implementación de medidas de control de 

la infección que permitan reducir su dispersión. Tal y como se comentó previamente, 

existen en la actualidad numerosas técnicas para la detección de mecanismos de 

resistencia, basadas en diferentes tecnologías y con importantes diferencias en cuanto a 

su aplicabilidad en la rutina de los laboratorios de microbiología clínica, 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 epidemiología del 

hospital. 

 



DISCUSIÓN 

 118 

4.5.1. Evaluación de un nuevo microarray para la identificación y detección de 

genes de resistencia bacterianos a partir de hemocultivos positivos 

(Artículo 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; Rodríguez-Díaz et al., 2017). La emergencia de mecanismos de 

resistencia, como las BLEE o las carbapenemasas,  en estas bacterias hace cada vez más 

compleja la instauración de tratamientos antimicrobianos empíricos efectivos para el 

manejo de las infecciones invasivas que causan (Fernández et al., 2016c; Salimnia et al., 

2016). De hecho, según estudios recientes, un tercio de los pacientes con sepsis reciben 

un tratamiento antimicrobiano empírico no efectivo (Ledeboer et al., 2015), lo que puede 

incrementar la mortalidad desde un 10% hasta un 40% (Salimnia et al., 2016). Además, 

es bien conocido que la instauración 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 más técnicas para la 

identificación y detección de determinantes de resistencia que se pueden aplicar 

directamente sobre las muestras de hemocultivo (HC) positivo (Ledeboer et al., 2015; 

Fernández et al., 2016c; Galiana et al., 2017). En el Artículo 6 se llevó a cabo la 

evaluación de una nueva técnica, el Sepsis Flow Chip (SFC) (Master Diagnóstica, 

Granada, Spain), para la identificación y detección de determinantes de resistencia de los 

principales agentes causales de bacteriemia. La evaluación se llevó 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). Además, se analizaron 

19 frascos de HC inoculados artificialmente con aislados de enterobacterias, portadoras 

de diferentes genes de resistencia, que habían sido caracterizadas previamente. La razón 

de excluir los HC con cocos Gram-positivos fue evitar incluir un número importante de 

HC con estafilococos coagulasa-negativa sin relevancia clínica (contaminaciones), 

Además, la detección de resistencias por parte del kit está centrada fundamentalmente en 

bacilos Gram-negativos. La evaluación del SFC (Figura VIII-c) se realizó en paralelo con 

el protocolo de rutina del laboratorio (Figura VIII-a) y con el protocolo de identificación 

mediante MALDI-TOF previa incubación corta de cuatro horas descrito por Fernández 

et al. (Fernández et al., 2016c) (Figura VIII-b). 
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El sistema SFC se basa en una PCR múltiple seguida de una hibridación reversa 

automatizada en la plataforma hibrySpot HS24, con una capacidad máxima de 24 

muestras. Los resultados pueden obtenerse en aproximadamente cuatro horas trabajando 

a máxima capacidad (24 muestras).  

 

Figura VIII: Protocolos de identificación y antibiograma para hemocultivos positivos 

para bacilos Gram-negativos, mostrando el tiempo de obtención de los resultados 

evaluados en el estudio. 

 
a: Protocolo de rutina del laboratorio de microbiología del HUCA para la identificación y antibiograma de 

hemocultivos positivos; b: Protocolo de identificación de hemocultivos positivos con MALDI-TOF previa 

incubación corta (4h) descrito por Fernández et al. (Fernández et al., 2016c); c: Protocolo de identificación 

y detección de determinantes de resistencia mediante el Sepsis Flow Chip; ID: Identificación; ATB: 

Antibiograma; ATB*: Detección de determinantes de resistencia. 

 

El sistema SFC consiguió 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 disminuyó 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 están incluidas en el panel del SFC 

(Aeromonas hydrophila, A. caviae, Pasteurella multocida y Pseudomonas putida, entre 
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los Gram-negativos, así como Enterococcus casseliflavus y Streptococcus anginosus 

entre los Gram-positivos de las infecciones polimicrobianas). Sin embargo, la mayor 

parte de estos últimos microorganismos son agentes etiológicos poco frecuentes de 

bacteriemia y no se encuentran habitualmente en los paneles comerciales de diagnóstico 

de sepsis. En definitiva, los microarray siguen siendo las técnicas con mayor capacidad 

de detección en cuanto a patógenos 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-

negativas 

Acinetobacter baumanii, Citrobacter spp.*, Enterobacter aerogenes,*,†, 

Enterobacter cloacae*, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella 

oxytoca*, Morganella morganii, Neisseria meningitidis, Proteus spp., 

Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica*, Serratia marcescens, 

Stenotrophomonas maltophilia 

 

Genes de 

resistencia 

blaCTX, blaSHV, blaGES, blaGIM, blaIMP-3, blaIMP-15, blaIMP-19, blaKPC, blaNDM, 

blaNMC/IMI, blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-48, blaOXA-51, blaOXA-58, blaSIM, blaSME, blaSPM, 

blaVIM 

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

† Actualmente Klebsiella aerogenes. 

 

Los resultados del estudio en cuanto a identificación bacteriana fueron similares 

a los obtenidos en la única evaluación previa del SFC, en la que se obtuvo un porcentaje 

de concordancia de un 96,2% y un 89,1% en la identificación 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 reseñar 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 cromosómicas 

como las AmpC. El tratamiento de estas bacterias presenta importantes diferencias en 

relación a otras especies del mismo orden que no producen AmpC de forma natural. 

Además, 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 había conseguido la identificación correcta de esta bacteria, hay 

que tener en cuenta que en su trabajo tan solo se incluyó un aislado. Por tanto, serían 

necesarios nuevos estudios para evaluar la fiabilidad del SFC para la identificación de M. 

morganii. Estas deficiencias en cuanto a identificación fueron subsanadas en nuestro 

estudio con la incorporación del análisis por MALDI-TOF tras incubación corta. De esta 

manera se consiguió identificar de forma correcta no sólo los aislados de M. morganii 

sino también llegar a nivel de especie en todas las bacterias identificadas como 

“Enterobacteraceae” por el SFC, aumentando así el porcentaje de concordancia del 

94,4% al 100%. Cabe destacar que la aplicación de este protocolo de MALDI-TOF, por 

sí solo, consiguió 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 demostró previamente (Fernández 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 identificación correcta de todas 

las bacterias. Como ya había sido descrito previamente, la aplicación del protocolo de 

identificación con MALDI-TOF tras incubación de cuatro horas no aportó aquí ninguna 

ventaja (Fernández et al., 2016c), permitiendo identificar tan solo una de las bacterias 

presentes en los HC polimicrobianos. La correcta identificación de todas las bacterias 

presentes en los HC polimicrobianos continúa 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 más rápido que los demás, 

generando la positividad del frasco de HC en los sistemas de cultivo automatizados. De 

esta forma, el resto de microorganismos presentes podrían no haber alcanzado la 

concentración suficiente para ser detectados por los métodos moleculares aplicados 

posteriormente, provocando resultados falsos negativos (Blaschke et al., 2012).  

Respecto a la detección de determinantes de resistencia, el sistema SFC mostró 

una concordancia del 98,8%, 98,9% y 99% para blaCTX-M, blaOXA-48 y blaVIM 

respectivamente, cuando se comparó con la amplificación por PCR de los mismos genes. 

Además, 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 había resultado blaCTX-M positivo pero que, tras 

reanalizarse, resultó negativo para este gen). La evaluación previa del SFC llevada a cabo 

por Galiana et al. mostró una sensibilidad de un 81,8% para la detección de BLEE (siete 
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aislados blaCTX-M y dos blaSHV) en bacilos Gram-negativos (Galiana et al., 2017). Sin 

embargo, en ninguno de los hemocultivos incluidos se habían encontrado bacterias 

productoras de carbapenemasas, aunque sí habían utilizado HC inoculados artificialmente 

(Galiana et al., 2017). Por tanto, nuestro estudio es el primero en mostrar la efectividad 

del SFC para la detección de carbapenemasas en muestras clínicas de HC. Debido a la 

baja prevalencia de blaKPC en nuestro país (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 serán necesarios nuevos estudios para 

validar la eficacia de esta técnica para la detección de blaKPC.  

Una limitación importante del SFC es la no diferenciación de las variantes de 

blaSHV. Algunos miembros de esta familia codifican beta-lactamasas de espectro reducido 

mientras que otros codifican BLEE (Nüesch-Inderbinen et al., 1996). Aunque se encontró 

un 100% de concordancia en la detección del gen blaSHV entre el SFC y la PCR específica, 

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 limitación, ya que 

el manejo terapéutico de aislados blaSHV, productores o no de BLEE, es completamente 

diferente. Además, en los aislados de Klebsiella pneumoniae, la presencia del gen blaSHV-

1 de localización cromosómica daría siempre un resultado positivo, sin poder diferenciar 

aquellos aislados sensibles a cefalosporinas de amplio espectro de aquellos con una 

sobreexpresión del gen blaSHV-1 y que podrían expresar un fenotipo de BLEE (Calvo et 

al., 2011). Por otra parte, se detectaron tres resultados falsos positivos respecto a la 

detección de genes de resistencia. Estos resultados probablemente fueron debidos a una 

contaminación durante la recolección de la muestra o su procesamiento, ya que no pudo 

confirmarse la presencia de estos genes de resistencia mediante la PCR específica. Cabe 

destacar, además, que alguna mutación en la diana de la sonda podría dar lugar a un falso 

negativo, por lo que siempre será necesaria la realización de un antibiograma tras el 

subcultivo del HC. Finalmente, es evidente que la ausencia de detección 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 detectó dos aislados productores de 

blaOXA-48 que no habrían sido revelados mediante el procedimiento de rutina del 

laboratorio de microbiología. De hecho, en base a las bajas CMI que mostraban, habían 

sido categorizados como sensibles en el antibiograma, probablemente debido a un bajo 
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nivel de expresión del gen. La detección de genes de resistencia en bacterias que muestran 

fenotipo sensible podría tener un cierto valor. Sin embargo, existe debate en torno a ello 

y aún no se conoce el papel que puede jugar en el correcto manejo clínico-terapéutico y 

epidemiológico 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 detección de K. pneumoniae 

junto con un resultado negativo para el gen blaSHV, que como se dijo anteriormente es 

intrínseco en K. pneumoniae, podría sugerir la presencia de K. variicola (Hæggman et al., 

2004). 

En la actualidad, además del SFC, existen otras plataformas para la identificación 

de bacterias y sus determinantes de resistencia a partir de HC positivos, basadas en 

diferentes tecnologías como los microarray, la PCR múltiple o el FISH (fluorescence in 

situ hybridization) (Opota et al., 2015a; Duncan et al., 2019). Entre ellas, las basadas en 

PCR específicas o múltiples, como el sistema Xpert MRSA/SA BC o el FilmArray, son 

capaces de ofrecer resultados en una hora. Sin embargo, el primero sólo detecta la 

presencia de Staphylococcus aureus y del gen mecA, y el segundo, aunque con un panel 

de identificación más amplio, sólo detecta tres genes de resistencia (Tabla X). 
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Tabla X: Características de los principales sistemas disponibles para la identificación de 

bacterias a partir de hemocultivo positivo. 

Sistema Método 
Tiempo de 

resultados 

Microorganismos 

detectados 

Determinantes 

de resistencia 

detectados 

Sensibilidad 

Especificidad 

(%) 

PNA FISH y 

QuickFISH 
FISH >1-3 h 

4 Gram-positivas 

4 Gram-negativas 

5 Hongos 

- 

97-100 

90-100 

 

Verigene Microarray 2,5 h 
12 Gram-positivas 

8 Gram-negativas 

mecA, vanA/B, 

KPC, NDM, 

CTX-M, VIM, 

IMP, OXA-12 

81-100 

98-100 

 

Prove-it Sepsis Microarray 3,5 h 
60 Bacterias 

13 Hongos 
mecA 

95 

99 

FilmArray 
PCR 

Múltiple 
1 h 

8 Gram-positivas 

11 Gram-negativas 

5 Hongos 

mecA, vanA/B, 

KPC 

95-97 

91-98 

 

Xpert 

MRSA/SA BC 
RT-PCR 1 h S. aureus mecA 

100 

99-100 

FISH: fluorescence in situ hybridization; RT-PCR: PCR a tiempo real. 

Modificado de (Opota et al., 2015a). 

 

 La plataforma más 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 conclusión, el sistema SFC presenta el panel de identificación bacteriana y 

detección de determinantes de resistencia más amplío del mercado, aportando resultados 

en 3-4 horas (en función del número de HC trabajados de forma simultánea), tras la 

positivización del HC. Aunque precisa poca manipulación, el sistema se optimiza 

mediante el trabajo por lotes de HC, por lo que los laboratorios deberían determinar cómo 

y cuándo instaurar esta tecnología en su rutina de trabajo. Por otro lado, detección precoz 

de determinantes de resistencia con técnicas como el SFC, junto a programas PROA, 

pueden contribuir a mejorar el manejo clínico-terapéutico y epidemiológico de los 

pacientes con sepsis y, por tanto, reducir la morbi-mortalidad y los costes asociados a este 

síndrome infeccioso. 
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4.5.2. Evaluación de un nuevo algoritmo para la detección de enterobacterias 

productoras de carbapenemasas (Artículo 7, Objetivo 4.2) 

 

El HUCA sufre desde hace años una situación endémica de enterobacterias 

productoras de carbapenemasa OXA-48 (Fernández et al., 2014, 2015, 2016a, 2016b, 

2016c; Poirel et al., 2016). El aumento durante la última década de los bacilos Gram-

negativos con sensibilidad disminuida a carbapenémicos, especialmente aquellos 

pertenecientes al orden Enterobacterales, es un fenómeno global (Dortet et al., 2016). La 

sensibilidad disminuida a carbapenémicos en enterobacterias está fundamentalmente 

causada por dos mecanismos: i) la hiperproducción de beta-lactamasas de tipo AmpC o 

BLEE combinadas con alteraciones de la membrana externa y ii) la producción de 

carbapenemasas (Nordmann et al., 2012c; Banerjee et al., 2017; Baeza et al., 2019). La 

detección precoz de Enterobacterales productores de carbapenemasas (EPC) es un punto 

crítico para prevenir su diseminación e instaurar tratamientos antimicrobianos efectivos 

de forma rápida (Dortet et al., 2017). Por ello, se hace necesaria la implementación de 

algoritmos en la rutina de trabajo de los laboratorios de microbiología con el fin de 

detectar la presencia de EPC de forma coste-efectiva y ágil.  

En el Artículo 7 se describe y evalúa un nuevo algoritmo basado en la 

incorporación de la prueba de disco difusión de temocilina y ertapenem en paralelo con 

las pruebas de antibiograma automatizadas. El ensayo de disco difusión se llevó a cabo 

con el mismo inóculo de la bacteria preparado para la realización del antibiograma 

mediante el sistema automatizado y sirvió 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 inhibición al mismo tiempo. Según el EUCAST, 

en todas las enterobacterias con CMI para ertapenem ³0,125 mg/L o halo de inhibición 

<25 mm debería analizarse la presencia de carbapenemasas (EUCAST, 2019). Sin 

embargo, la mayoría de paneles de los sistemas automatizados de antibiograma sólo 

detectan las CMI ³0,5 mg/L para ertapenem, y pocos laboratorios realizan pruebas de 

disco difusión de forma rutinaria. Por tanto, las bacterias productoras de enzimas con un 

nivel de hidrólisis de carbapenémicos bajo, como la OXA-48, podrían 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 detección de 

enterobacterias productoras de OXA-48, especialmente en regiones con una elevada 

prevalencia de esta enzima, como España (Huang et al., 2014; Oteo et al., 2015; 
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Fernández et al., 2016b; Cavaco et al., 2019). Huang et al., propusieron un punto de corte 

de <12 mm para el halo de inhibición de la temocilina que demostró un gran poder de 

discriminación 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 inclusión de aislados de K. pneumoniae en el algoritmo de detección y 

confirmación de los productores de carbapenemasa en el HUCA: i) Criterio 1: CMI para 

ertapenem ³0,5 mg/L o halo de inhibición <25mm; ii) Criterio 2: halo de inhibición de 

temocilina <12mm (Figura IX). 

 

Figura IX: Algoritmo propuesto para la detección fenotípica y confirmación de Klebsiella 

pneumoniae productora de carbapenemasa en el HUCA. 

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

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 
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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 análogo al propuesto aquí, 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 detección de aislados productores de OXA-48 

(Dortet et al., 2017). El algoritmo propuesto por estos autores mostraba como desventaja 

que estaba diseñado para su implementación en laboratorios que realicen de forma 

rutinaria los pruebas de sensibilidad a antimicrobianos mediante la técnica de disco 

difusión, algo no frecuente en nuestro país 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 había 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 estudió la presencia de OXA-48 mediante una inmunocromatografía (IC) 

específica para esta enzima, siendo todos los aislados excepto cinco positivos. Estas 

pruebas de IC habían demostrado previamente sensibilidades y especificidades del 100% 

para la detección de OXA-48 (Fernández et al., 2016a). Además, las pruebas de IC de 

una sola diana resultan más económicas en comparación a las que incluyen la detección 

de varias enzimas (Baeza et al., 2019). Por otro lado, la detección de EPC a partir de 

cultivo mediante IC es más rápida (aprox. 15 minutos) que otras pruebas fenotípicas o 

moleculares (0,5-4 horas) (Baeza et al., 2019). De esta forma, la inclusión de la IC en el 

primer paso del algoritmo permitió 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 múltiple. La 

capacidad de esta enzima para hidrolizar la temocilina ya se había 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 múltiple (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 mostró, por tanto, un alto poder de discriminación entre EPC y no-EPC, ya 

que tan solo dos (0,53%) de los aislados que cumplían los dos criterios fueron no 
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productores de carbapenemasas. Durante el periodo de estudio hubo además 15 aislados 

que cumplieron el Criterio 1, pero presentaron halos de inhibición 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 opinión grandes ventajas: 

- El uso de disco difusión con ertapenem cumple con las recomendaciones del 

EUCAST para la detección EPC, usando además el carbapenémico más sensible 

para este propósito. 

- La inclusión de la temocilina aporta una alta especificidad para la detección de 

OXA-48, evitando los falsos positivos del cribado con ertapenem en bacterias con 

hiperproducción 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 fácil de implementar en la rutina de trabajo del laboratorio de microbiología. 

- Su incorporación en áreas con alta prevalencia de OXA-48 evitaría pruebas 

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

 

 En definitiva, la implementación en los laboratorios de microbiología de 

algoritmos como el presentado en esta tesis permite obtener resultados rápidos que 

posibilitan la iniciación precoz de tratamientos antimicrobianos dirigidos adecuados y la 

instauración de medidas de control de la infección que ayuden a prevenir la diseminación 

de EPC. 
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ESPAÑOL 

 

1) Las exhaustivas medidas de limpieza y control de la infección (intervención) 

llevadas a cabo desde abril del año 2016 en la unidad de cuidados intensivos (UCI) del 

Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA), para reducir el número 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 así una endemia que se había prolongado durante más de 18 años.  

 

2) El estudio de aislados de CRAB recuperados en el HUCA aproximadamente un 

año después de la intervención en la UCI ha demostrado la dispersión en todo el hospital 

de un clon extremadamente resistente (XDR), perteneciente a la secuencia tipo (ST) 218 

y portador de los genes blaOXA-23-like 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 erradicación total del CRAB. 

 

3) La drástica disminución del número de CRAB en el HUCA, especialmente en la 

UCI, se ha visto acompañada de un descenso importante del consumo de colistina. Esto 

ayuda a preservar la eficacia de un antibiótico de última línea, como es la colistina, 

evitando además 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 vanA y 

pertenecientes al complejo clonal (CC) 17 de alto riesgo, en concreto a las ST80 y 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 

situación relativa a los VREfm ha mostrado resultados alentadores en el año 2019, aunque 

será necesaria su evaluación a más largo plazo. Además, las medidas implantadas de 

forma temporal en la unidad con mayor número de infecciones (1A) deberían ser 

instauradas de forma secuencial en el resto de las unidades del hospital, para conseguir la 

erradicación total de estas bacterias. 

 

6) La instauración en el HEB de un programa de cribado de genes transferibles de 

resistencia a oxazolidinonas (como linezolid y tedizolid) demostró 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-lactámicos), la vigilancia y detección 

precoz de genes transferibles de resistencia a oxazolidinonas es esencial para evitar su 

dispersión a otras bacterias más 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 plásmidos, todos 

ellos asociados con IS1216 en diferentes entornos genéticos. En un aislado se encontró 

un segundo plásmido portador de numerosos genes de resistencia frente a antibióticos de 

diferentes familias. Esta es la primera vez que este plásmido se detecta tanto en un aislado 

de origen clínico 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 relación estadísticamente 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 comprobó la 

persistencia de dicho clon durante un periodo de al menos 7 años. 
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10) Las medidas de control de la infección, y en especial la restricción de la utilización 

de linezolid, a través del programa de optimización del uso de antimicrobianos (PROA), 

en la UCI del HUCA, han conseguido una drástica disminución de la prevalencia de 

LRSE durante el año 2017. Dichas medidas deben trasladarse al hospital en su conjunto 

para preservar la eficacia de este antimicrobiano de última línea. 

 

11)  El sistema Sepsis Flow Chip (SFC) mostró un elevado porcentaje de 

concordancia (94,4%) con el método de referencia en la identificación de bacilos Gram-

negativos a partir de hemocultivos positivos asociados a infecciones monomicrobianas. 

Cuando la identificación mediante SFC se combinó con MALDI-TOF tras una incubación 

de cuatro horas el porcentaje de concordancia aumentó al 100%. Sin embargo, este 

sistema solo consiguió identificar todos los microorganismos presentes en el 50% de los 

hemocultivos correspondientes a infecciones polimicrobianas. 

 

12)  El SFC posee el panel para la detección de genes de resistencia más 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 blaCTX-M, blaOXA-48 y blaVIM, respectivamente. Sin 

embargo, la sonda para la detección del gen blaSHV debe optimizarse para distinguir las 

variantes que codifican BLEE. Además, los laboratorios de microbiología clínica deberán 

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

 

13)  El algoritmo propuesto para la detección y confirmación de Enterobacterales 

productores de carbapenemasa (EPC), mostró un alto poder de discriminación entre EPC 

y no-EPC con sensibilidad disminuida a carbapenémicos. Su implementación en áreas 

con alta prevalencia de OXA-48 evitaría pruebas adicionales para la confirmación de 

EPC, ahorrando tiempo y recursos. 
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ENGLISH 

 

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-like 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 optrA 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 optrA genes were located in plasmids, associated with 

IS1216 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-48 

and blaVIM, respectively. However, blaSHV 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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