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RESUMEN 

Las enterobacterias son patógenos oportunistas que habitualmente se encuentran en la 

microbiota intestinal humana y de otros mamíferos. Algunas especies de enterobacterias 

poseen genes codificantes de beta-lactamasas AmpC de manera intrínseca en su cromosoma y 

determinadas mutaciones en dichos genes puede provocar el aumento de su espectro de 

acción. Por otra parte, las enterobacterias son capaces de adquirir mecanismos de resistencia 

a diferentes familias de antibióticos. En los últimos años ha aumentado la preocupación por la 

diseminación de genes codificantes de carbapenemasas debido a la dificultad en el 

tratamiento de infecciones por bacterias que los portan. En esta tesis se ha llevado a cabo la 

detección y caracterización de genes de beta-lactamasas AmpC y de carbapenemasas en 

enterobacterias, así como el desarrollo de nuevos métodos que permitan su detección.  

El primer objetivo fue aislar y caracterizar enterobacterias de muestras fecales de 

individuos sanos. Se obtuvieron 70 aislados en los que se analizó el fenotipo de resistencia y la 

presencia de fenotipo AmpC y beta-lactamasa de espectro extendido (BLEE). Se detectó un 

57% de aislados resistentes a ampicilina, 22 con fenotipo AmpC y 3 con fenotipo BLEE. De los 

22 aislados con fenotipo AmpC, se detectó el gen cromosómico ampC especie-específico en 21 

aislados (13 Citrobacter freundii complex, 8 Enterobacter cloacae) y al menos dos copias del 

gen blaCMY-2 localizado en un plásmido conjugativo IncK de 78 Kb, en un aislado de 

Escherichia coli ST405. La prevalencia de aislados portadores de genes ampC plasmídicos fue 

del 1,4 %. 

El segundo objetivo fue la caracterización de enterobacterias de origen clínico. Se 

estudiaron 81 aislados sospechosos de portar beta-lactamasa AmpC o pertenecientes a 

especies poseedoras de cAmpC. En 57 de estos aislados se detectaron genes ampC, 8 de ellos 

de localización plasmídica (E. coli, Citrobacter, Proteus y Klebsiella) y los 49 restantes de 

localización cromosómica (24 Citrobacter, 16 Enterobacter, 7 Morganella y 2 Proteus). 

En todos los aislados de ambos orígenes se estudió la presencia de otros genes de 

resistencia. Los aislados de muestras fecales de individuos sanos con fenotipo BLEE portaban 

blaSHV-12 (2 aislados) y blaCTX-M-15+blaOXA-1 (1). Se detectó una amplia variedad de genes de 

resistencia a betalactámicos, así como la presencia de genes de resistencia a aminoglucósidos, 

sulfamidas, cloranfenicol, tetraciclinas, rifampicina y quinolonas. Se caracterizaron 20 

integrones de clase 1 con gran diversidad en sus estructuras y 3 integrones de clase 2. 
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El tercer objetivo fue analizar el polimorfismo de los genes ampC y qnrB cromosómicos 

de los géneros Citrobacter, Enterobacter y Morganella; así como estudiar su diversidad clonal 

en los aislados de ambos orígenes. Se detectó un alto grado de polimorfismo de los genes 

ampC, así como del gen ampR y de las regiones intergénicas ampR/ampC. Se obtuvo un total 

de 29 variantes de CMY; 15 de ACT, 4 de DHA y 2 de MIR. Entre las variantes detectadas, 43 no 

habían sido descritas anteriormente, por lo que se incluyeron en GenBank y 

www.lahey.org/Studies. Los aislados de estos géneros no sólo mostraron una alta variedad en 

estos genes sino que también mostraron una alta diversidad clonal entre ellos. Además, se 

detectaron 12 variantes del gen qnrB entre los 18 aislados de Citrobacter qnrB-positivos (5/13 

de muestras fecales/clínicas, respectivamente). La variante qnrB50 ha sido descrita por 

primera vez . 

El cuarto objetivo planteado fue la caracterización bioquímica de una beta-lactamasa 

ESAC, así como el estudio del efecto del avibactam en aislados con este fenotipo. El estudio 

realizado determinó que la deleción Asn289 era la responsable de la generación del fenotipo 

ESAC, que a su vez no afectó la inhibición de la beta-lactamasa por avibactam. Las alteraciones 

en la secuencia aminoacídica de las beta-lactamasas ESAC estudiadas no modificaron la acción 

del inhibidor avibactam. 

El quinto objetivo planteado fue la caracterización de los mecanismos de resistencia a 

carbapenémicos. En este estudio destacan la caracterización completa de los aislados, 

portadores de beta-lactamasas de interés, procedentes de dos casos clínicos. El primer caso 

clínico se debía a la infección por un aislado de E. coli ST448/B1 multirresistente que presentó 

6 genes codificantes de beta-lactamasas (blaVIM-1, blaKPC-3, blaSHV-12, blaOXA-9, blaTEM-1a y blaCMY-2) 

así como otros 11 genes de resistencia a distintos antibióticos, y el gen de virulencia fimA. En 

este aislado se detectó un integrón de clase 1 que no había sido descrito previamente (In916). 

El segundo caso se trataba de una coinfección por C. freundii y P. aeruginosa resistentes a 

carbapenémicos. Ambos aislados poseían el gen blaVIM-2 en integrones de clase 1 con diferentes 

estructuras y promotores. Este estudio es la primera descripción de C. freundii portador de 

blaVIM-2 en nuestro país. 

Finalmente, el sexto objetivo planteado fue la generación de un protocolo de detección 

fenotípica de carbapenemasas. En este estudio se propone un nuevo algoritmo para la 

detección fenotípica de carbapenemasas. En este algoritmo se incluyen dos métodos 

fenotípicos nuevos basados en el uso de inhibidores y permite la diferenciación de los distintos 

tipos de carbapenemasas, incluyendo OXA-48. 
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ABSTRACT 

Microorganisms of the Enterobacteriaceae family are opportunistic pathogens that 

normally are part of the human and other mammal intestinal microbiota. Some enterobacteria 

species possess intrinsic AmpC beta-lactamase genes in their chromosome, and mutations in 

those genes can cause the increase in their spectrum of action. On the other hand, the 

enterobacteria are able to acquire resistance mechanisms to different antibiotic families. In 

the last years, concerns do exist about the spread of carbapenemase genes due to the 

difficulty to treat infections caused by carbapenemase expressing bacteria. In this thesis, the 

detection and characterization of AmpC beta-lactamase and carbapenemase genes have been 

carried out in enterobacteria isolates; as well as the development of new carbapenemase 

detection methods. 

The first objective was to isolate and to characterize enterobacteria from healthy human 

fecal samples. The resistance phenotype and the presence of AmpC and Extended spectrum 

beta-lactamases (ESBL) were analyzed in the 70 obtained islates. Resistance to ampicillin was 

detected in 57% of the isolates, 22 with AmpC phenotype and 3 with ESBL phenotype. Among 

the 22 isolates with AmpC phenotype, the species-specific ampC gene was detected in 21 

isolates (13 Citrobacter freundii complex, 8 Enterobacter cloacae). Moreover, at least two 

copies of the blaCMY-2 gene were localized in an IncK conjugative plasmid of 78 Kb in an 

Escherichia coli ST405 isolate. The prevalence of enterobacteria with plasmidic ampC genes in 

healthy humans was of 1,4 %. 

The second objective was the characterization of enterobacteria from clinical origin. 

Eighty-one isolates suspicious of harbouring AmpC beta-lactamases or belonging to species 

that carry cAmpC, were studied. ampC genes were detected in 57 of these isolates, 8 of them 

of plasmid location (E. coli, Citrobacter, Proteus and Klebsiella) and with chromosomal location 

in the 49 remaining isolates (24 Citrobacter, 16 Enterobacter, 7 Morganella and 2 Proteus). 

The presence of other resistance genes was studied in all the isolates from both origins. 

The ESBL-positive isolates recovered from fecal samples of healthy humans carried blaSHV-12 (2 

isolates) and blaCTX-M-15+blaOXA-1 (1) genes. A wide diversity of beta-lactam resistance genes was 

detected, as well as the presence of resistance genes to aminoglycosides, sulfamides, 

chloramphenicol, tetracyclines, rifampicin and quinolones. Class 1 integrons were detected in 

20 isolates, with diverse gene cassette arrays; class 2 integrons were detected in 3 isolates. 
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The third objective was to analyze the polymorphism in ampC and qnrB genes among 

the Citrobacter, Enterobacter and Morganella genera, as well as to study the clonal diversity of 

isolates of both origins. A high degree of polymorphism of ampC genes was detected, as well 

as in the ampR gene and in the ampR/ampC  intergenic regions. A total of 29 CMY variants, 15 

ACT, 4 DHA and 2 MIR were detected. Among the detected variants, 43 had not been 

previously described, for this reason they were included in GenBank and 

www.lahey.org/Studies. The isolates of these genera, not only showed a high varieties ty in 

these genes, but also diversity of clones among the isolates. Moreover, 12 qnrB variants were 

detected among the 18 positive-qnrB-Citrobacter isolates (5/13 of fecal samples/clinical 

samples, respectively). The qnrB50 variant has been described for the first time in this thesis. 

The fourth objective was to carry out the biochemical characterization of ESAC beta-

lactamases, as well as to study the avibactam effect on isolates with ESAC phenotype. The 

study determined that Asn298 deletion was the responsible of ESAC phenotype. This deletion 

did not affect the beta-lactamase inhibition by avibactam. The changes in aminoacid sequence 

in the studied ESAC beta-lactamases did not modify the inhibition effect of avibactam. 

The fifth objective was to characterize the carbapenem resistance mechanisms among 

carbapenem resistant enterobacteria including two clinical cases of special relevance. The first 

clinical case was due to an infection by a multiresistant E. coli ST448/B1 that had 6 beta-

lactamase encoding genes (blaVIM-1, blaKPC-3, blaSHV-12, blaOXA-9, blaTEM-1a and blaCMY-2), as well as 

other 11 resistance genes and the virulence factor fimA gene. This isolate harbored the new 

class 1 integron In916, non previously reported.The second case was related to a coinfection in 

a patient by carbapenem resistant C. freundii  and P. aeruginosa isolates. Both isolates carried 

the blaVIM-2 gene into class 1 integrons, but with different structures and promoters among 

them. This study is the first description of a blaVIM-2-carrying C. freundii isolate in Spain. 

Finally, the sixth objective was the generation of a phenotypic carbapenemase detection 

protocol. In this study, a new algorithm for the phenotypic carbapenemase detection is 

proposed. This algorithm includes two new phenotypic methods that are based on the use of 

inhibitors and that allows the differentiation of the diverse carbapenemases types, including 

OXA-48. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

INTRODUCCIÓN 
 





Introducción 

3 | P á g i n a  

 

El microbioma humano: enterobacterias y microbiota intestinal 

 

El ser humano está constituido por el conjunto de sus propias células y por una gran cantidad 

de microorganismos que habitan en nuestro cuerpo e interaccionan con ellas. Estos microorganismos, 

en su gran parte bacterias, son necesarios para el adecuado equilibrio y estado de salud de los 

individuos (Wu & Levis, 2103). Para referirnos a estas poblaciones se ha acuñado el término 

“microbioma”, que hace referencia al número total de microorganismos que forman parte de nuestro 

cuerpo y a los genomas que albergan (Torres 2012; Tojo et al. 2014). El conocimiento sobre la 

importancia de estas poblaciones en nuestro estado de salud ha ido en aumento en los últimos años, 

siendo el objeto de numerosos estudios. Para hacerse una idea de la relevancia que está adquiriendo 

el microbioma en la comunidad científica, basta con comprobar el esfuerzo que se está realizando por 

conocerlo con una mayor profundidad, de tal forma que podemos observar una gran cantidad de 

estudios dedicados al microbioma humano publicados en los últimos años. Como prueba de ello, 

basta con hacer una búsqueda en PubMed con el término: “human microbiome”, que nos indica una 

suma mayor a 11000 publicaciones en los últimos 5 años. De hecho, actualmente se está llevando a 

cabo un proyecto considerado la extensión del proyecto genoma humano. Este proyecto intenta 

caracterizar las comunidades microbianas encontradas en las diferentes localizaciones del cuerpo 

humano para determinar las posibles correlaciones entre los cambios del microbioma y el estado de 

salud: el proyecto microbioma humano (https://commonfund.nih.gov/hmp/index). En la página web 

del proyecto microbioma humano se actualizan periódicamente las publicaciones realizadas dentro 

de dicho proyecto, que suman ya más de 440 (https://commonfund.nih.gov/publications?pid=16).  

Dentro del microbioma humano, el intestinal posee unas características especialmente 

relevantes por su diversidad y complejidad, siendo el colon el órgano más densamente poblado del 

cuerpo humano. A la población microbiana presente en el ecosistema intestinal de nuestro cuerpo la 

denominamos “microbiota intestinal humana” (Torres 2012, Tojo et al. 2014). 

La microbiota intestinal humana varía con la edad; en la edad adulta el grueso de la población 

lo forman Bacteroidetes y Firmicutes mientras que Actinobacteria, Proteobacteria y Verrucomicrobia 

se encuentran representados en menores proporciones. Los primeros microorganismos que colonizan 

el tracto intestinal tras el nacimiento son anaerobios facultativos como enterobacterias, enterococos 

y lactobacilos; sin embargo, gradualmente se van sustituyendo por organismos anaerobios estrictos 

(como Bifidobacterium, Bacteroides y Clostridium) que contribuyen gradualmente al descenso de la 
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proporción de los anaerobios facultativos (Figura 1). Alrededor de los tres años de edad, la microbiota 

intestinal alcanza una composición y diversidad similar a la de los adultos, que permanecerá más o 

menos estable hasta la vejez (Figura 1) (Tojo et al. 2014). 

 

Figura 1. Evolución de algunos representantes de la microbiota intestinal humana a lo largo de la vida (Tojo et 
al. 2014). 

 

De entre las diferentes poblaciones de la microbiota intestinal humana destacaremos a las 

γ-Proteobacterias y en especial a la familia Enterobacteriaceae. La familia de las Enterobacterias está 

formada por más de 65 géneros bacterianos entre los que encontramos los géneros Citrobacter, 

Enterobacter, Escherichia, Proteus, Morganella o Serratia entre otros 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi). Estas bacterias son lo que se 

denomina patógenos oportunistas, ya que, tienen la capacidad de colonizar otras cavidades y tejidos 

cuando las características del entorno se lo permiten; de esta manera son capaces de causar 

infecciones que serán tratadas, en la práctica clínica, mediante el uso de antibióticos (Madigan 2010). 

De entre los diferentes géneros pertenecientes a la familia de las enterobacterias destacan los 

anteriormente citados por su relevancia en la práctica clínica, ya que son los causantes de la mayoría 

de las infecciones provocadas por enterobacterias oportunistas; además, la mayoría de ellos poseen 

resistencia intrínseca a beta-lactámicos, por lo que la terapia antibiótica se ve dificultada. 
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Problemática de la resistencia bacteriana a los antibióticos  

 

Hagamos primeramente un inciso sobre el significado de la palabra antibiótico. La Real 

Academia de la Lengua Española lo define de la siguiente manera: “se dice de la sustancia química 

producida por un ser vivo o fabricada por síntesis, capaz de paralizar el desarrollo de ciertos 

microorganismos patógenos, por su acción bacteriostática, o de causar la muerte de ellos, por su 

acción bactericida”. Por ello, en esta tesis se unificarán los términos antibiótico y antimicrobiano, en 

un único término: antibiótico. 

La historia de los antibióticos se remonta a 1928, cuando un científico escocés, Alexander 

Fleming (1881-1955), descubre por primera vez la penicilina. La penicilina fue descubierta en el curso 

de unos experimentos realizados en el Hospital St. Mary de Londres cuando Fleming observó que un 

moho que contaminaba una de sus placas de cultivo había inhibido el crecimiento de la bacteria 

cultivada en ella (Staphylococcus aureus). El compuesto que producía la lisis bacteriana procedía de 

un hongo del género Penicillium por lo que Fleming lo denominó Penicilina. Tras el descubrimiento se 

realizaron ensayos dirigidos a la comprobación de la efectividad de la penicilina, dichos ensayos 

concluyeron que la penicilina era muchísimo más eficaz en el control de las infecciones por 

estafilococos, neumococos y estreptococos que otros compuestos quimioterapéuticos ensayados con 

anterioridad, como por ejemplo las sulfamidas. Se había descubierto la penicilina revolucionando el 

tratamiento de las enfermedades infecciosas y cambiando para siempre las artes de la medicina. Fue 

el primer antibiótico y uno de los hallazgos más extraordinarios del siglo XX. A partir de este hallazgo, 

la industria farmacéutica inició una carrera desenfrenada para buscar nuevos compuestos iniciándose 

la denominada “era de los antibióticos”. Se descubrieron así una gran variedad de ellos, 

pertenecientes a muy diversas familias (aminoglucósidos, tetraciclinas, macrólidos…), producidos por 

microorganismos ambientales de origen bacteriano y fúngico (Torres, 2007; Tang et al., 2014 ). 

Tras este gran descubrimiento se pensó que se tenía ganada la batalla a las enfermedades 

infecciosas, tanto en el hombre como en los animales; sin embargo, no tardaron en aparecer 

microorganismos resistentes a los antibióticos utilizados. En sólo tres años comenzaron a detectarse 

las primeras cepas de estafilococos resistentes a penicilina. Como consecuencia de la resistencia, la 

industria farmacéutica fue modificando la estructura química de las moléculas de antibiótico para 

intentar esquivar los mecanismos de resistencia bacterianos, pero las bacterias desarrollaban nuevos 

mecanismos que provocaban la resistencia a los mismos, siendo constantemente las ganadoras de 
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esta batalla y haciendo alarde de esta evolución biológica hacia la resistencia a antibióticos (Figura 2) 

(Torres, 2007; Brooks et al., 2014). 

 

Figura 2. Diagrama que muestra el tiempo transcurrido entre el descubrimiento de un nuevo antibiótico y la 
aparición de resistencias al mismo (Brooks et al. 2014). 

 

La detección de microorganismos con resistencia a antibióticos ha aumentado en gran medida. 

Estos microorganismos resistentes están ampliamente extendidos en hospitales, incrementándose 

progresivamente su aparición también en la comunidad y otros entornos como animales y alimentos 

(Frinch et al., 2006; Radhouani et al., 2014). 

Cuando utilizamos los antibióticos para el tratamiento de las enfermedades infecciosas en 

personas o en animales, se ejerce un efecto directo sobre el microorganismo patógeno causante de la 

infección; pero a su vez, se ejerce una fuerte presión selectiva sobre la microbiota endógena de 

personas y animales (Figura 3). Esta presión favorece la selección y diseminación de bacterias 

comensales resistentes a antibióticos que posteriormente, pueden transferir los mecanismos de 

resistencia a otras bacterias, incluidas las patógenas (Fluit et al., 2006; Radhouani et al. 2014). En este 

aspecto, es importante destacar la importancia de la microbiota intestinal normal porque es la que, 

en muchas ocasiones y de manera oportunista, provoca infecciones. Los mecanismos de transferencia 

horizontal de genes pueden provocar la diseminación de genes de resistencia entre los bacterias de la 

microbiota intestinal humana (Figura 3) (Huddleston, 2014; Modi et al., 2014). 
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Figura 3. Efectos colaterales del uso de antibióticos en la microbiota intestinal (Modi et al., 2014). 

Existen numerosos mecanismos mediante los cuales, las bacterias han desarrollado resistencia 

a los antibióticos, siendo también especialmente importantes los mecanismos de adquisición y 

transferencia de material genético (conjugación, transformación y transducción). La transferencia de 

mecanismos de resistencia permite que una misma bacteria pueda adquirir diversos genes de 

resistencia a antibióticos, generando con ello un fenotipo de multirresistencia. Esta multirresistencia 

genera importantes problemas clínicos debido a que provoca la ineficacia de múltiples tratamientos y 

reduce el número de agentes disponibles (Alekshun et al., 2007, Frinch et al., 2006). 

La resistencia antimicrobiana es un problema mundial ampliamente reconocido, por lo que 

en los últimos años, han sido numerosas las respuestas de organismos, sociedades científicas y 

profesionales, tanto nacionales como internacionales que se han implicado en la instauración de 

estrategias de control. Una conferencia celebrada con tal propósito en Verona, Italia, en 1997, 

organizada por la OMS (Organización Mundial de la Salud), tuvo como principal resultado la 

formación del ESGARS (Study Group for Antimicrobial Resistance Surveillance) (Cornaglia et al., 2004). 

Un año después, se dio un nuevo paso mediante una conferencia de particular relevancia en el 

ámbito de la resistencia antimicrobiana, celebrada en Copenhague en 1998, la cual condujo a la 

formación del EARSS (European Antimicrobial Resistance Surveillance System). El EARSS es una red 

internacional de sistemas nacionales de vigilancia fundado por la Comisión Europea, cuyo objetivo es 

el estudio de las variaciones en las resistencias antimicrobianas en el tiempo y en el espacio, enfocado 

al establecimiento de programas de prevención. El progreso realizado mediante dicho sistema de 

vigilancia se evaluó en la conferencia de Visby, Suiza, en 2001. Las conclusiones obtenidas 

determinaron que se había producido un progreso significativo, pero las cifras de resistencia 

continuaban aumentando, siendo necesarios mayores esfuerzos. 
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Años después, en 2004, la IDSA (Infectious Diseases Societies of America) publicó un informe 

en el que alertaba de un nuevo problema en el ámbito de la resistencia antimicrobiana: el declive en 

la investigación y en el desarrollo de nuevos agentes antibióticos por parte de la industria 

farmacéutica. Los requerimientos actuales demandan agentes de espectro de acción menos extenso 

y más dirigidos contra infecciones o enfermedades específicas. Sin embargo, aunque la generación de 

nuevos compuestos sería deseable desde un punto de vista científico-clínico, es difícil contemplarlo 

como efectivo desde el punto de vista industrial, ya que las ventas probablemente no compensarían 

los costes del desarrollo de dichos fármacos (Frinch et al., 2006). Tal es la situación, que el tema 

principal del día mundial de la salud celebrado en abril de 2011 fue la lucha contra la resistencia a 

antibióticos y, desde el año 2009, se ha instaurado el día 18 de Noviembre para alertar a la población 

europea sobre la importancia del uso prudente de los antibióticos. La finalidad de marcar este día en 

el calendario es evitar el aumento del problema de la resistencia a los antibióticos (Earnshaw et al., 

2014). Cabe destacar en este punto, que a pesar de los problemas de coste en la generación de 

nuevos fármacos que combatan a los microorganismos resistentes, todavía se siguen realizando 

algunos esfuerzos en este sentido; como es el caso de la generación del nuevo inhibidor de beta-

lactamasas avibactam que ha sido recientemente aprobado por la FDA y presentado en dossier en los 

registros de la EMA para su pronta utilización en combinación con ceftazidima en Europa; su uso 

englobará el tratamiento de infecciones complicadas del tracto urinario, incluyendo pielonefritis e 

infecciones complicadas intraabdominales causadas por patógenos gram negativos con opciones de 

tratamiento limitadas. Sin embargo, no sólo se deben realizar esfuerzos que impliquen la generación 

de nuevos antibióticos sino que se requieren medidas importantes para mejorar la prevención de las 

infecciones y cambiar nuestra forma de producir, prescribir y utilizar los antibióticos. La situación 

actual es tal que el 30 de abril de 2014 la OMS publicó su primer informe mundial sobre la resistencia 

a los antibióticos. En este informe se pone de manifiesto la grave amenaza para la salud pública que 

este problema supone basándose en datos de 114 países. El Dr. Keiji Fukuda, Subdirector General de 

la OMS para Seguridad Sanitaria ha declarado que en ausencia de medidas urgentes y coordinadas 

por parte de muchos interesados directos, el mundo está abocado a una “era postantibióticos” en la 

que infecciones comunes y lesiones menores que han sido tratables durante decenios volverán a ser 

potencialmente mortales. 

En definitiva, el problema mundial de la resistencia antibiótica es complejo y para su 

regulación debe actuarse en diferentes frentes. En primer lugar, una primera medida consiste en la 

administración de vacunas preventivas de enfermedades infecciosas. No obstante, se cree que el 

principal factor generador de resistencia es el uso inapropiado de los antibióticos. Por ello, resulta 
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esencial la realización de diagnósticos rápidos, eficaces y accesibles para todos los laboratorios que 

permitan la administración del fármaco más apropiado en función del patógeno involucrado en la 

infección; por lo que los métodos de detección de los diferentes mecanismos de resistencia son de 

gran relevancia clínica. Otra práctica primordial en este sentido, consiste en la distinción entre 

infecciones virales y bacterianas, lo cual determina si debe o no usarse un antibiótico. Por otro lado, 

respecto a la administración de un tratamiento, también es primordial determinar si la infección está 

siendo originada por un microorganismo multirresistente. Finalmente, otro factor clave en el 

problema de la resistencia es la vigilancia mediante los sistemas nacionales e internacionales en el 

estudio de prevalencias mencionados, siendo necesaria la monitorización de la resistencia en los 

diferentes entornos en los que ha sido descrita (Frinch et al., 2006, Fhelmingham, 2002; Brooks et al. 

2014; Laxminarayan et al., 2013). 

 

Mecanismos de resistencia a antibióticos 

 

Hemos visto que la resistencia bacteriana a los antibióticos es un problema global que hay que 

tratar de forma global. A continuación se expondrán distintos mecanismos de resistencia que poseen 

estas bacterias para aproximarnos al conocimiento de los mismos, ya que el conocimiento debe ser la 

base de la solución al problema. 

En la actualidad existen distintos tipos de antibióticos capaces de actuar de diferentes formas 

con el mismo fin: evitar la proliferación bacteriana o provocar su muerte. Sin embargo, las bacterias 

en su lucha por la supervivencia han utilizado diversos mecanismos de resistencia a los antibióticos, 

los principales son (Figura 4): 

• Alteración de la permeabilidad de la membrana o de los sistemas de transporte. 

• Alteración o protección de las dianas de actuación del antibiótico. 

• Bombas de expulsión activas. 

• Modificación o degradación enzimática de los antibióticos (ej. beta-lactamasas)  
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Figura 4. A) Diagrama conceptual que señala los criterios que hay que seguir como estrategia contra la 
resistencia antibiótica en bacterias (izquierda) y los mecanismos de resistencia (derecha). B) Algunos 
mecanismos de resistencia en bacterias (Brooks et al. 2014). 

 

Una de las familias de antibióticos más utilizadas en la práctica clínica contra las infecciones 

causadas por enterobacterias son los beta-lactámicos. A continuación explicaremos las diferentes 

estrategias que poseen las bacterias para sobrevivir en presencia de antibióticos beta-lactámicos. 

 

Mecanismos de resistencia a beta-lactámicos 

 

Como hemos mencionado, los antibióticos beta-lactámicos constituyen el grupo de 

antimicrobianos más amplio y más utilizado en la práctica clínica. Comprenden una enorme 

diversidad de compuestos naturales y semisintéticos que poseen un anillo beta-lactámico en su 

estructura, incluyendo derivados de la penicilina, cefalosporinas, y carbapenémicos (Figura 5). 

 

A) B) 
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Figura 5. Estructura química de los antibióticos beta-lactámicos (Suárez & Gudiol, 2009). ªLos inhibidores de 
las beta-lactamasas ácido clavulánico, sulbactam y tazobactam de uso en la práctica clínica poseen estructura 
beta-lactámica. El sulbactam y el tazobactam son derivados del ácido penicilánico. 

 

Los antibióticos beta-lactámicos actúan inhibiendo la síntesis de la pared bacteriana mediante 

su unión a enzimas involucradas en la transpeptidación, denominadas enzimas de unión a penicilina 

(PBPs), impidiendo así la formación del peptidoglicano, lo que provoca la lisis bacteriana. Esta unión 

de los antibióticos beta-lactámicos a las PBPs es posible gracias a la homología del antibiótico con 

D-alanyl-D-alanina de la pared del peptidoglicano (Figura 6). 

 

Figura 6. Homología estructural entre los antibióticos beta-lactámicos y D-Ala-D-Ala (Zeng & Lin, 2007). 
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Sin embargo, las bacterias han desarrollado mecanismos de resistencia frente a estos 

antibióticos (Figura 7), generando problemas en el tratamiento de infecciones. Entre dichos 

mecanismos, destaca la producción de enzimas beta-lactamasas. 

 

Figura 7. Principales mecanismos de resistencia a beta-lactámicos en bacterias Gram-negativas (Tang et al., 
2014). 

 

Beta-lactamasas 

 

Las beta-lactamasas son enzimas capaces de hidrolizar el enlace amida del anillo beta-lactámico 

dando lugar a compuestos sin actividad bacteriana (Figura 8). Para su clasificación se han propuesto 

varios esquemas desde su descubrimiento. A continuación veremos los dos esquemas más utilizados. 

 

Figura 8. a) Estructura molecular de los antibióticos beta-lactámicos b) Mecanismo de acción de beta-
lactamasas. La flecha indica el enlace amida que hidrolizan las beta-lactamasas (MacGowan et al. 2013.) 

En primer lugar, la clasificación de Ambler basada en la homología de la secuencia aminoacídica 

de las enzimas. Esta clasificación divide a las beta-lactamasas en aquellas que utilizan la serina para 
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romper el anillo beta-lactámico, dentro de las cuales están las clases A, C y D; y aquellas que 

requieren iones divalentes de zinc para hidrolizar el sustrato, las metalo-beta-lactamasas o beta-

lactamasas de clase B. Esta clasificación tiene en cuenta los sustratos y los perfiles de inhibición, 

agrupando a las enzimas de forma que puedan ser relacionadas con su fenotipo en los aislados 

clínicos (Hall & Barlow, 2005). 

En segundo lugar, la clasificación propuesta por K. Bush. En 1989 K. Bush publicó una 

clasificación de beta-lactamasas (Bush 1989 a y b); sin embargo, fue la clasificación que publicó en 

1995 (Bush et al., 1995) la que hoy en día es ampliamente aceptada y utilizada. Esta clasificación de 

1995 fue actualizada en 2010 (Bush& Jacoby, 2010) y divide las beta-lactamasas en tres grupos; el 

grupo 1 (clase C) que incluye las cefalosporinasas, el grupo 2 (clases A y D) dentro del cual podemos 

encontrar las beta-lactamasas de amplio espectro, las resistentes a inhibidores, las beta-lactamasas 

de espectro extendido y las carbapenemasas de serina; y por último, el grupo 3 de las metalo-beta-

lactamasas. Además se definen nuevos subgrupos para cada uno de los grupos mencionados basados 

en atributos específicos de las enzimas individuales. En la tabla 1 podemos ver un resumen de su 

clasificación. 

Si nos centramos en la amenaza que supone la presencia de estas beta-lactamasas a nivel 

clínico, podemos decir que hasta hace relativamente poco, existía una gran preocupación sobre la 

diseminación de beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE), sin embargo, en los últimos años 

comenzaron a tomar una gran relevancia las beta-lactamasas del grupo 1 (clase C, también 

denominadas beta-lactamasas AmpC), debido a su aumento en bacterias causantes de infecciones 

clínicas y a su propagación. Tanto es así, que los expertos las denominan “las hermanas pequeñas” de 

las BLEE y dicen que estas hermanas están “creciendo”. Asimismo, se está generando una nueva 

preocupación creciente en torno a las carbapenemasas, (beta-lactamasas capaces de degradar 

antibióticos carbapenémicos), ya que los carbapenémicos son una de las pocas alternativas 

antibióticas de las que disponíamos en caso de resistencia a otras terapias, por lo que el aumento de 

su prevalencia es de gran preocupación en la práctica clínica (Thomson, 2010; Bou et al., 2014). Por 

esta razón, estos dos tipos de beta-lactamasas se describirán con más detalle. 
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Tabla 1. Esquema de la clasificación de beta-lactamasas (Bush et al., 2010). 

 

ªCA: ácido clavulánico; TZB: Tazobactam b NI: no incluidas 

 

Beta-lactamasas AmpC 

 

La primera beta-lactamasa capaz de hidrolizar penicilinas en E. coli fue descrita por Abraham y 

Chain en 1940 y resultó ser una beta-lactamasa AmpC. Entre las características de estas enzimas 

destaca que son activas frente a penicilinas pero aún más frente a cefalosporinas, y pueden hidrolizar 

cefamicinas como cefoxitina y cefotetán; oxyiminocefalosporinas como ceftazidima, cefotaxima y 

ceftriaxona y monobactámicos como el aztreonam. Estas enzimas se caracterizan por ser resistentes a 

combinaciones de antibiótico beta-lactámico/inhibidor con algunas excepciones (Seral et al. 2012). 

Además, ciertas sustituciones, inserciones o deleciones en determinadas regiones de su secuencia 

aminoacídica, pueden provocar que su espectro de hidrólisis aumente, afectando a los antibióticos 

previamente mencionados pero incluyendo a su vez a las cefalosporinas de 4ª generación, son las 

denominadas beta-lactamasas AmpC de espectro extendido o ESAC (Seral et al. 2012; Mammeri et al. 
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2008). La clasificación de beta-lactamsas AmpC se realiza en familias atendiendo a diferencias en su 

secuencia aminoacídica; existen 134 variantes de CMY; 12 variante de FOX, 5 de ACC, 23 de DHA, 11 

de MOX, 18 de MIR; 38 de ACT, y una única variante de CFE y LAT aminoacídica, esta última es 

idéntica a CMY-31 (www.lahey.org/Studies, 17/04/2015). 

Las beta-lactamasas AmpC se codifican de manera intrínseca en el cromosoma bacteriano de 

algunas especies de enterobacterias, su síntesis es inducible en la mayoría de ellas y, bajo 

determinadas circunstancias, pueden hiperproducirse o hiperexpresarse. En otras especies como 

Escherichia coli o Shigella sp. son intrínsecamente constitutivas y se expresan en bajo nivel de manera 

continua. Pero la localización de los genes de las beta-lactamasas AmpC no sólo puede ser 

cromosómica (cAmpC); se cree que algunas de sus variantes cromosómicas “saltaron” a plásmidos, 

por lo que su localización también puede ser plasmídica (pAmpC). Además, las enterobacterias 

pueden expresar pAmpC independientemente de si poseen o cAmpC. La presencia de los genes 

codificantes de estas beta-lactamasas en plásmidos conjugativos o movilizables supone un riesgo de 

propagación de la resistencia a cefalosporinas (Jacoby 2009). 

1. Tipos de AmpC 

 

AmpC cromosómicas (cAmpC) 

 

Como ya hemos comentado, existen microorganismos que expresan cAmpC, por lo que poseen la 

capacidad intrínseca de resistir frente a los tratamientos con antibióticos beta-lactámicos, aunque en 

diferente medida, atendiendo a factores diversos como la existencia de mutaciones que provoquen 

hiperproducción, hiperinducción, desrepresión o el aumento de la capacidad de hidrolizar diferentes 

antibióticos, como en el caso de las ESAC. 

En la tabla 2 se muestran las diferentes especies que poseen genes de beta-lactamasa de manera 

intrínseca en su cromosoma. En dicha lista no se incluyen los microorganismos en los que, aunque se 

han identificado genes ampC, no se ha demostrado la producción de una beta-lactamasa AmpC 

funcional; como por ejemplo los casos de Agrobacterium tumefaciens, Coxiella burnetii, Legionella 

pneumophila, Rickettsia felis o Sinorhizobium meliloti. Por otra parte, existen otros microorganismos 

de los que se dispone de datos enzimáticos o de CMI que apoyan la presencia de este tipo de 

enzimas, pero en los que sin embargo, no se han detectado, como son Enterobacter sakazakii, 

Ewingella americana, Providencia rettgeri o numerosas especies de los géneros Serratia y Yersinia. 
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También cabe destacar que existen especies que han perdido el gen blaampC como ocurre con 

Citrobacter amalonaticus, C. farmeri, C. gillenii, C. koseri, C. rodentium, C. sedlakii, 

Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Proteus mirabilis, Salmonella sp., Proteus penneri, Proteus 

vulgaris, y Yersinia pestis (Jacoby 2009). 

Tabla 2: Taxonomía de bacterias que expresan beta-lactamasas AmpC cromosómica (Jacoby 2009). 

 
ªOriginalmente denominada Aeromonas sobria b Nombre alternativo Kluyvera intermedia c Se han descrito 
aislados de Shigella con aumento de virulencia y una deleción cromosómica que incluye al gen blaampC. 

 

A su vez, dentro de las cAmpC, debemos realizar una segunda división en función del modo de 

expresión. Por un lado, las que se expresan de una manera constitutiva en bajo nivel como las de las 

especies de E. coli o Shigella sp. y por otro, las que se expresan de manera inducible en presencia de 
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antibióticos beta-lactámicos. Estas últimas normalmente poseen el gen blc codificante de una 

lipoproteína de membrana aguas abajo del gen de la beta-lactamasa y el gen ampR (que regula la 

expresión de AmpC, como veremos más adelante), aguas arriba y en sentido opuesto al gen de la 

beta-lactamasa AmpC (Figura 9) (Jacoby 2009). En el caso de E. coli o Shigella, se ha perdido este gen 

ampR por lo que su beta-lactamasa cAmpC no es inducible, está regulada por mecanismos que 

utilizan promotores y atenuadores. En apartados posteriores se explicará con más detalle el modo de 

la regulación en la expresión de la enzima cAmpC. 

 

Figura 9. Entorno genético clásico de las beta-lactamasas AmpC cromosómicas inducibles. 

 

AmpC plasmídicas (pAmpC) 

 

Las AmpC plasmídicas fueron detectadas por primera vez en 1989; desde entonces se han ido 

estudiando en los diferentes microorganismos y se han encontrado en todo el mundo, tanto en 

bacterias implicadas en infecciones nosocomiales como comunitarias. Algunas de las variedades de 

beta-lactamasas plasmídicas poseen un origen cromosómico como por ejemplo, el gen blaCMY-5 

encontrado en un plásmido que posee los genes blc y sugE aguas abajo de dicho gen, al igual que en 

el cromosoma de C. freundii; sin embargo, el gen ampR que debería encontrarse aguas arriba de 

blaCMY-5 está ausente y en su lugar aparece un elemento de inserción que podría estar implicado en su 

movilización (Figura 10). 

La beta-lactamasa AmpC plasmídica más extendida también tiene su origen en el cromosoma 

de C. freundii y se denomina CMY-2 (Bauernfeind et al., 1996). Además, existen otros plásmidos que 

codifican beta-lactamasas AmpC procedentes del cromosoma de C. freundii con una organización 

similar (Figura 11). Estas estructuras se encuentran mayoritariamente en aislados de K. pneumoniae 

pero también en especies como K. oxytoca, Salmonella o P. mirabilis (Phillipon, 2002; Verdet et al., 

2009). 
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Figura 10. Comparación de la organización genética de los genes ampC plasmídicos relacionados con genes de 
beta-lactamasa de C. freundii (Phillippon 2002). 

Al igual que las beta-lactamasas AmpC cromosómicas, las AmpC plasmídicas confieren 

resistencia a un amplio espectro de beta-lactámicos incluyendo las penicilinas, 

oxyiminocefalosporinas, cefamicinas y aztreonam (variable), pero no son muy eficientes frente a 

cefepime, cefpirome y carbapenémicos. Una excepción es ACC-1 que no confiere resistencia a 

cefamicinas y es en realidad inhibida por cefoxitina (Girlich et al., 2000). 

Los genes plasmídicos codificantes de beta-lactamasas AmpC carentes del gen ampR pueden 

expresarse en mayor o en menor medida que cuando los genes son cromosómicos, debido a que 

pueden existir promotores plasmídicos más potentes o más débiles, y el gen puede estar en 

numerosas copias. De esta manera, una bacteria que posea una beta-lactamasa AmpC de origen 

plasmídico puede poseer un mayor grado de resistencia a antibióticos que aquellas que lo poseen de 

manera cromosómica. Además, los plásmidos portadores de estos genes pueden llevar también 

genes que confieren resistencia a otros antibióticos, como genes de resistencia a aminoglucósidos, 

quinolonas, cloranfenicol, sulfonamidas, tetraciclina, trimetoprim o genes de otras clases de beta-

lactamasas como TEM, SHV o CTX. Normalmente los genes ampC se encuentran formando parte de 

integrones complejos, pero no se han encontrado por el momento como casetes génicos llevando 

asociado el elemento attC. Por otro lado, un mismo gen codificante de AmpC puede encontrarse en 

diferentes estructuras o plásmidos (Verdet et al., 2009). 
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Existe una variedad de elementos implicados en la movilidad de genes ampC en plásmidos; 

como la secuencia de inserción ISEcp1 (y sus versiones truncadas), ISCR1 o IS26. En la figura 11 se 

muestran algunos de los entornos genéticos de los genes ampC más representativos. 

 

Figura 11. Algunos de los entornos genéticos de los genes ampC más representativos (Jacoby, 2009). 

 

2. Estructura y propiedades 

 

Las beta-lactamasas AmpC cromosómicas tienen una masa molecular típica de 34 a 40 kDa y un 

punto isoeléctrico (P.I.) mayor de 8.0 aunque las enzimas plasmídicas FOX poseen puntos isoeléctricos 

menores (de 6.7 a 7.2) y existe una AmpC de Morganella morganii con un P.I. de 6.6. Están localizadas 

en periplasma con la excepción de la AmpC de Psychrobacter immobilis que mayoritariamente es 

secretada al medio externo (Jacoby, 2009). 

La estructura de las beta-lactamasas AmpC es muy similar al del resto de beta-lactamasas, de 

hecho comparten diversos dominios estructurales (Figura 12). Está formada por dos dominios 
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estrechamente relacionados, un dominio α/β (residuos 1-82 y del 171 al 359) formado por una hoja 

β de 8 cadenas antiparalelas con 3 α hélices y cinco hebras β (β3, β4, β5, β6 y β7); y el segundo 

dominio α-hélice (residuos 83-170), que posee tres α-hélices con dos grandes loops ( loop-Ω y loop 

R2) (Figura 12). El sitio activo se encuentra en el centro del enzima entre ambos dominios y se puede 

dividir el sitio activo en dos regiones denominadas R1 y R2. La región R1 es la más próxima al dominio 

α-hélice mientras que la R2 se encuentra en el lado derecho de la hoja β. Las beta-lactamasas AmpC 

pertenecen al grupo de las serina-beta-lactamasas, ya que poseen este residuo aminoacídico en su 

centro activo y es imprescindible para la catálisis; esta serina se encuentra en el amino-terminal de la 

α-hélice central. La ceftazidima se acomoda con el carbono 7 de la cadena lateral del R1 y el C3 de la 

cadena lateral del R2 (Figura 13). El sitio R1 se encuentra delimitado por el loop-Ω, mientras que el 

sitio R2 está encerrado por el lazo R2 y contiene las α-hélices H-10 y H-11. Las beta-lactamasas AmpC 

poseen una estructura muy similar a las beta-lactamasas de clase A con la diferencia de que poseen 

un lugar de unión a sustrato más abierto, por lo que son capaces de acomodar en él las cadenas 

laterales voluminosas de las cefalosporinas más fácilmente (Jacoby, 2009) (Nordman &Mammeri, 

2007). 

 

Figura 12. Diagrama de cintas representativo de la estructura de CMY-10. El dominio α-hélice se muestra en 
rosa. El dominio α/β en gris. Los residuos de loop-R2 (289-307) están coloreados en amarillo, mientras que el 
loop-Ω se representa en rojo. En verde y azul se representan los loop Gln 121 y Tyr 151. El círculo azul marca la 
región R1, mientras que el rojo marca la R2. Estructura basada en diversos estudios de cristalografía de rayos X 
(Kim et al., 2006). 

Los residuos catalíticos clave, además de la Ser64, incluyen Lys67, Tyr10, Lys315 y Ala318, aunque 

esta numeración no se correspondan con la realidad ya que, en el momento de la descripción de esta 
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numeración de referencia no se poseía la secuencia aminoacídica completa. Sustituciones en estos 

lugares provocan un descenso drástico de la actividad enzimática. La mayoría de estos residuos clave 

se encuentran en el sitio activo cuando la proteína está plegada; la Lys67 se une por puentes de 

hidrógeno a la Ser64 y a la Tyr150 actuando como base catalítica pasajera (Jacoby, 2009; 

Nordman&Mammeri, 2007). 

 

Figura 13. Representación esquemática de la unión de ceftazidima con el carbono 7 de la cadena lateral de R1 y 
el carbono 3 de la cadena lateral de R2 de AmpC (Jacoby, 2009). 

3. Regulación de su expresión 

 

Como ya hemos visto, la expresión de cAmpC es inducible en respuesta a una exposición de 

beta-lactámicos excepto en E. coli y Shigella. La regulación de estas cAmpC inducibles se realiza 

gracias a un regulador de la transcripción bacteriana de tipo LysR (LTTR) llamado AmpR. Los genes 

ampC y ampR forman un operón divergente cuyas regiones promotoras están superpuestas y son el 

lugar de unión de AmpR (región de 39 pb situada aguas arriba del lugar de inicio de la transcripción 

de ampC). AmpR regula la transcripción de ambos genes (Figura 14) (Balcewich et al. 2010; Zeng&Lin, 

2013). 

Figura 14: Región intergénica entre ampC y ampR. Los lugares +1,-10 y -35 para ampC y ampR están indicados 
en la secuencia. Las flechas representan la dirección de transcripción. Las líneas horizontales representan las 
zonas protegidas de la DNasaI cuando AmpR está unido (Imagen modificada de Jacobs et al., 1997). 

 
El sistema ampR-ampC está regulado por metabolitos provenientes del reciclado de la pared 

bacteriana en Gram negativos. Durante el crecimiento normal de la célula se eliminan tripéptidos, 
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tetrapéptidos y pentapéptidos de N-acetilglucosamina-1,6-anhidromurámico de la pared de 

peptidoglicano y son transportados al citosol a través de una proteína de membrana interna 

denominada AmpG. En el citosol, la glicosidasa NagZ elimina la N-acetilglucosamina produciendo un 

pool de tri-, tetra- y pentapéptidos de ácido 1,6-anhidro-N-acetilmurámico que son reciclados a 

péptidos de UDP-N-acetilmurámico, un precursor de la pared del peptidoglicano destinado a su 

reincorporación en la pared bacteriana. Los pentapéptidos de UDP-N-acetilmurámico compiten con 

los oligopéptidos en su unión con el sitio de unión de AmpR, el cual actúa como activador de la 

transcripción cuando se encuentra unido a los oligopéptidos (tri- y tetrapéptidos) de 

UDP-N-acetilmurámico y sufre un cambio conformacional que le impide unirse a la región promotora 

cuando está unido a pentapéptidos de UDP-N-acetilmurámico (Figura 15) (Balcewich et al., 2010; 

Zeng&Lin, 2013). 

En ausencia de beta-lactámicos, los pentapéptidos de UDP-N-acetilmurámico permanecen unidos 

a AmpR gracias a la acción de AmpD. AmpD es una amidasa N-acetil-muramil-L-alanina, que elimina 

los péptidos raíz de los oligopéptidos derivados de 1,6-anhidro-N-acetilmurámico y 

N-acetilglucosamina-1,5-anhidro-N-acetilmurámico; reduciendo así su concentración y por lo tanto, 

evitando la sobreexpresión de ampC. Sin embargo, en presencia del antibiótico se interrumpe la 

síntesis del peptidoglicano de la pared bacteriana provocando una acumulación de oligopéptidos de 

ácido N-acetilglucosamina-1,6-anhidro-N-acetilmurámico debido a la saturación del enzima AmpD, lo 

que permite la activación de AmpR y la transcripción de ampC y ampR (Figura 15) (Balcewich et al., 

2010; Zeng&Lin, 2013). 
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Figura 15: Esquema del mecanismo de regulación de la transcripción de ampC y ampR. MurNac: ácido 
N-acetil-murámico; GlcNAc: N-acetil-glucosamina (Balcewich, 2010). 

 

Los inductores que provocan el aumento en la expresión de ampC tienen diferente habilidad para 

provocar dicha inducción. La bencilpenicilina, ampicilina, amoxicilina y cefalosporinas son inductores 

fuertes y sustratos buenos para las beta-lactamasas AmpC mientras que la cefoxitina y el imipenen 

también son inductores fuertes pero son mucho más estables frente a la hidrólisis (Tabla 3). 

Cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima, cefepime, cefuroxima, piperacilina y aztreonam son inductores 

y sustratos débiles pero pueden ser hidrolizados cuando la cantidad de enzima es suficiente; por lo 

que las concentraciones mínimas inhibitorias (CMIs) de estos antimicrobianos aumentan 

considerablemente cuando se produce una hiperproducción de AmpC. Por otro lado, las CMIs de los 

inductores fuertes no varían demasiado cuando existe una hiperproducción de AmpC (Tabla 3). 

Los inhibidores de beta-lactamasas también son inductores, especialmente el ácido clavulánico, 

que a pesar de tener poco efecto inhibidor, es capaz de aumentar la resistencia mediada por AmpC en 

los organismos con AmpC inducible (Lister, 1999). 
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Tabla 3: Sensibilidad de los aislados clínicos inducibles y desreprimidos estables (Jacoby, 2009). 

 

 

4. Mutaciones e implicación 

 

Existen diversas mutaciones descritas que afectan al fenotipo de sensibilidad conferido por las 

beta-lactamasas AmpC. Estas mutaciones pueden provocar la sobreexpresión del enzima 

aumentando los valores de CMI a beta-lactámicos o incluso aumentar su espectro de hidrólisis. 

La causa más común de sobreexpresión del gen ampC en las cepas procedentes de aislados 

clínicos es una mutación en ampD que provoca la hiperinducción de ampC o la hiperproducción 

constitutiva de AmpC. Las mutaciones en ampR son menos comunes pero también provocan 

fenotipos de hiperinducción o hiperproducción. 

Las mutaciones menos comunes se dan en el gen codificante de ampG, la permeasa de 

membrana encargada del transporte de oligopéptidos involucrados en el reciclaje de la pared celular 

y en la regulación de la concentración de AmpC en el citosol. 

Por otro lado, mutaciones en el gen que codifica la beta-lactamasa AmpC pueden provocar un 

aumento o disminución en su sensibilidad a antibióticos. Ciertas sustituciones aminoacídicas, 

inserciones o deleciones en regiones específicas situadas en la vecindad del sitio activo convierten las 

beta-lactamasas AmpC en beta-lactamasas AmpC de espectro extendido (ESAC), lo que implica que 

sean activas frente a todo tipo de cefalosporinas, incluyendo las de cuarta generación e incluso 

aumentando su eficacia, en algunas ocasiones, frente a imipenem. En la figura 16 podemos ver 

algunas de las mutaciones más representativas que provocan la obtención de beta-lactamasas ESAC 

en diferentes especies (Nordman&Mammeri, 2007; Nukaga et al., 1994, Barnaud et al., 2001). 
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Figura 16. Alineamiento de las secuencias aminoacídicas representativas de beta-lactamasas AmpC y ESAC (numeración tradicional). Las secuencias completas 
representan a secuencias salvajes mientras que las siguientes representan las mutaciones que provocan el espectro ESAC. Las primeras secuencias representadas están 
numeradas a la izquierda como bloque 1 y representan cefalosporinasas derivadas de AmpC de E. coli, las del bloque 2 son cefalosporinasas en Enterobacter, en el 3 se 
aprecian aquellas derivadas del cromosoma de Serratia marcescens y en el 4 las derivadas de CMY (Nordman&Mammeri, 2007). 



Introducción 

26 | P á g i n a  

 

Carbapenemasas 

 

En el transcurso de la lucha contra las infecciones bacterianas y desde su introducción en 

la clínica en los 80, se han utilizado los carbapenémicos como los antibióticos de elección 

cuando las opciones terapéuticas eran limitadas. El aumento de bacterias resistentes a beta-

lactámicos y sus combinaciones, ha provocado el aumento en el consumo de carbapenémicos 

y, este aumento, ha provocado una presión selectiva que ha favorecido la diseminación de 

enterobacterias productoras de carbapenemasas (Bou et al., 2014; Porres-Osante et al. 2013; 

Nordman et al., 2012). 

Si atendemos a sus propiedades moleculares y funcionales, las carbapenemasas 

constituyen un grupo heterogéneo de enzimas, por lo que ocupan varios lugares en las 

clasificaciones de beta-lactamasas descritas previamente. Podemos dividir a las 

carbapenemasas en aquellas cuyo residuo activo es una serina incluyendo las de clase A y D o 

grupos 2 y 2d, y en aquellas que necesitan cationes divalentes de zinc como cofactor, que 

incluyen las de clase B o grupo 3, también denominadas metalo-beta-lactamasas (Martinez-

Martínez et al., 2014; Poirel et al., 2007; Pfeifer et al., 2010). Las principales carbapenemasas se 

recogen en la tabla 4 y se describen a continuación. 

El grupo constituido por las carbapenemasas de clase A comprende enzimas inhibidas 

por ácido clavulánico y tazobactam, lo que facilita su detección fenotípica y el tratamiento de 

las infecciones por los microorganismos que las producen. Filogenéticamente están 

compuestas por seis grupos diferentes, de los cuales cuatro están formados por miembros de 

KPC, IMI/NMC-A, SME y GES, mientras que SHV-38 y SFC-1 constituyen cada una un grupo 

diferente (Walther-Rasmussen & Høiby, 2007). SME está asociada al cromosoma de 

S. marcescens (5 variantes), IMI asociada al cromosoma de Enterobacter pero se ha visto en 

transposones y en plásmidos conjugativos (9 variantes), GES diseminada debido a su presencia 

en integrones (26 variantes) y KPC que está ampliamente diseminada, mayoritariamente en 

Klebsiella (22 variantes) (Pfeifer et al., 2010; Rojo-Bezares et al., 2012; Nordmann et al., 2012). 

Las carbapenemasas de clase B son las denominadas metalo-beta-lactamasas (MBL) 

capaces de hidrolizar todos los beta-lactámicos excepto los monobactámicos. Necesitan de 

cationes de zinc para ser activas, por lo que los quelantes de cationes como el EDTA o el ácido 

dipicolínico las inhiben y son de gran utilidad para su detección fenotípica. No son inhibidas por 
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ácido clavulánico, tazobactam o sulbactam pero sí por avibactam, como veremos más adelante. 

Dentro de este grupo destacan las carbapenemasas IMP, VIM y NDM (Poirel et al., 2007; Pfeifer 

et al., 2010; Thomson, 2008). 

Tabla 4: Principales carbapenemasas. (Los (+) o (++) se corresponden con el ratio de hidrólisis no con el 
nivel de resistencia conferido. ‡ Únicamente el ácido clavulánico inhibe la actividad enzimática pero su 
fuerza inhibitoria es débil si la comparamos con otras derivadas de GES) (Poirel et al., 2007). 

 

Las carbapenemasas de clase D comprenden varias variantes de la beta-lactamasa OXA 

que, debido a sustituciones aminoacídicas, han aumentando el espectro de hidrólisis; entre 

ellas están las variantes OXA-23; OXA-24, OXA-51 y OXA-58, entre otras. Cabe destacar OXA-48 

y OXA-181 cuya detección ha ido en aumento en los últimos años; estas enzimas hidrolizan 

penicilinas y carbapenémicos pero no las cefalosporinas de amplio espectro y no son inhibidas 
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por ácido clavulánico, ácido borónico o EDTA. Su detección fenotípica es complicada debido a 

que no suele presentar valores de CMI a carbapenémicos elevados; sin embargo, se puede 

sospechar de su presencia con valores de CMI de temocilina mayores o iguales a 128 mg/L 

(Pascual et al. 2014; Hartl et al., 2013; Bou et al., 2014). 

Por último, diversas mutaciones enzimáticas pueden provocar el aumento del espectro 

de acción de una beta-lactamasa a carbapenémicos como es el caso de CMY-10 en E. aerogenes  

(Poirel et al., 2007; Kim et al., 2006). Además, la combinación de la presencia de ciertas beta-

lactamasas AmpC o ESBL como CMY-4, ACC-1 o CTX-M-15, junto con alteraciones en la 

permeabilidad de la membrana (disminución de porinas de membrana como Omp o aumento 

en la expresión de bombas de expulsión) puede provocar resistencia a carbapenémicos (Ruíz et 

al., 2012; Cao et al., 2000; Bidet et al., 2005). 

Inhibidores de beta-lactamasas 

 

La aparición de resistencia bacteriana provocada por la presencia de beta-lactamasas llevó a la 

generación de inhibidores que evitaran la acción de las beta-lactamasas y de esta forma poder 

combatirlas mediante terapia combinada de beta-lactámicos e inhibidores. Actualmente disponemos 

del ácido clavulánico, tazobactam y sulbactam como inhibidores de uso clínico. Estos tres inhibidores 

poseen estructura beta-lactámica (Figuras 5 y 17). El ácido clavulánico se utiliza combinado con 

amoxicilina o ticarcilina, el sulbactam se combina con ampicilina o cefoperazona y el tazobactam con 

piperacilina (Drawz et al, 2014; Olsen, 2015). Desafortunadamente, estas tres combinaciones sólo 

pueden ser utilizadas para el tratamiento de infecciones causadas por microorganismos que expresan 

beta-lactamasas de clase A (excepto KPC-2; SHVs e IRT). Estos inhibidores son menos eficientes frente 

a beta-lactamasas de clase C y completamente inactivos frente a las de clase B y a la mayoría de las 

de clase D (Tabla 1). Los tres han sido utilizados en la práctica clínica durante los últimos 30 años; sin 

embargo, la gran capacidad de mutación y evolución bacteriana ha hecho que ya no sean eficaces 

ante la presencia de ciertas beta-lactamasas (Drawz et al., 2014; Olsen, 2015). 

En la actualidad se están desarrollando varios inhibidores para el posible tratamiento de 

infecciones causadas por microorganismos portadores de beta-lactamasas. Los compuestos 

avibactam, MK-7655, MK-8712 y RPX7009 son ejemplos de inhibidores de beta-lactamasas de clase A 

y C en desarrollo; entre ellos destacan avibactam y MK-7655 por ser los únicos que actualmente están 

en las fases clínicas de su desarrollo (Olsen, 2015). 
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Figura 17. Estructura de los inhibidores utilizados en la práctica clínica (Drawz et al., 2014) 

A continuación nos centraremos en el avibactam debido a su importancia en el desarrollo de 

esta tesis y a que es el único que actualmente ha alcanzado la fase 3 de ensayos clínicos (Olsen, 

2015). Este compuesto no posee estructura beta-lactámica y es activo frente a beta-lactamasas de 

clase A y C (Stachyra et al., 2009; Lahiri et al., 2013; Aktas et al., 2012). El avibactam pierde su 

actividad inhibitoria frente a la mayoría de las carbapenemasas de clase D encontradas 

frecuentemente en aislados de Acinetobacter baumanii; sin embargo, actúa como un potente 

inhibidor frente a las carbapenemasas de clase D de tipo OXA-48 que se encuentran cada vez más 

frecuentemente en aislados de enterobacterias y frente a las cuales no existe un inhibidor eficiente 

en el mercado (Aktas et al., 2012; Docquier et al., 2010; Lahiri et al., 2015a). Por otra parte, es 

inactivo frente a las metalo-beta-lactamasas (Castanheira et al., 2012). En términos generales, el 

avibactam es un inhibidor activo frente a beta-lactamasas que poseen serina en su centro activo 

como residuo catalítico. 

Por último, existen inhibidores que a pesar de no ser aptos para su uso en la práctica clínica, 

son capaces de inhibir diferentes tipos de beta-lactamasas, por lo que son de gran de utilidad para la 

detección fenotípica de las mismas. Por ejemplo, la cloxacilina inhibe la actividad de las beta-

lactamasas AmpC, por lo que se utiliza para su detección mediante métodos fenotípicos (Gude et al., 

2012); el quelante de cationes EDTA es de gran utilidad para la detección de metalo-beta-lactamasas 

y el ácido borónico y sus derivados son utilizados para la detección de beta-lactamasas de clase A y C 

(Pluquet et al., 2011; Tan et al., 2009; Gude et al., 2012; Doi et al., 2008). El ácido clavulánico que sí 

que es utilizado en la práctica clínica, también es una buena herramienta para la detección de BLEE 

(Drieux et al., 2008). 

Otros mecanismos de resistencia: resistencia a quinolonas 

 

Como ya hemos comentado, otros mecanismos de resistencia a antibióticos no-beta-

lactámicos pueden coexistir en el mismo aislado bacteriano, lo que dificulta en gran medida el 

tratamiento de las infecciones causadas por bacterias resistentes a varias familias de 
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antibióticos. Nos centraremos en la resistencia a quinolonas por su importancia clínica en 

pacientes infectados por bacterias productoras de beta-lactamasas y por el gran aumento en la 

prevalencia de bacterias resistentes que está sucediendo desde los 90 (Aldred et al., 2014). 

Las quinolonas son un conjunto de antibióticos cuya síntesis comenzó con el ácido 

nalidíxico en 1962 y se utilizó para el tratamiento de infecciones del tracto urinario (ITUs). 

Posteriormente, se fue modificando su estructura para obtener diferentes compuestos con 

acción bactericida hasta alcanzar el actual arsenal que incluye distintas generaciones de 

fluoroquinolonas con compuestos como ciprofloxacino, levofloxacino o moxifloxacino, entre 

otros, y son utilizadas para el tratamiento de numerosas enfermedades como ITUs y 

pielonefritis, enfermedades de transmisión sexual, infecciones tisulares, bronquitis crónica, 

pneumonías, infecciones intra-abdominales y pélvicas o tuberculosis (Jacoby, 2005; Aldred et 

al., 2014). 

La acción de las quinolonas se basa en la conversión de sus enzimas diana, 

topoisomerasa IV y girasa, en enzimas “tóxicas” capaces de degradar el cromosoma bacteriano. 

Desafortunadamente, una vez más, las bacterias han generado diversos mecanismos para 

esquivar la acción bactericida de las quinolonas. Los mecanismos que las bacterias utilizan para 

luchar por su superviviencia en presencia de quinolonas se encuentran representados en la 

figura 18 y son los siguientes: 

 

 

Figura 18. Mecanismos de resistencia a quinolonas. (1) Mutaciones en la diana de actuación del 
antibiótico. (2) Resistencia mediada por plásmidos: (2a) Proteínas Qnr; (2b) Producción de la acetilasa 
AAC(6')-Ib-cr. (3) Resistencia mediada por cromosomas: (3a) Disminución de la expresión de porinas, 
(3b) Sobreexpresión de bombas de expulsión codificadas por el cromosoma. 
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A) Mecanismos cromosómicos: 

- Mutaciones en la diana de actuación del antibiótico (1-Fig. 18): se ha documentado 

ampliamente que la presencia de cambios aminoacídicos en ciertas posiciones de la 

región determinante de resistencia a quinolonas (QRDR) de las DNA-girasas y 

topoisomerasas IV bacterianas provocan una disminución de afinidad de la quinolona por 

el complejo enzima-DNA, esquivando la acción del antibiótico (Ruiz, 2003; Sáenz et al., 

2003; Aldred et al., 2014). 

- La pérdida o disminución de la expresión de porinas en especies Gram negativas 

disminuye la entrada del antibiótico a la célula (3a-Fig.18) (Aldred et al., 2014). 

- La sobreexpresión de bombas de expulsión como AcrAB-TolC codificadas por el 

cromosoma bacteriano reduce la cantidad de antibiótico en el interior celular (3b-Fig.18) 

(Aldred et al., 2014; Ruíz et al., 2012 a). 

C) Mecanismos plasmídicos (PMQR)(2- Fig.18): 

- Producción de la enzima aminoglucósido acetiltransferasa AAC(6')-Ib-cr la cual acetila 

el nitrógeno C7 del anillo del ciprofloxacino y norfloxacino disminuyendo su efectividad. 

Esta variante presenta las sustituciones Trp102Arg y Asp179Tyr con respecto a AAC(6’)-

Ib de la que deriva. AAC(6’)-Ib confiere resistencia a amikacina, tobramicina, 

kanamicina y netilmicina; las sustituciones de la variante AAC(6’)-Ib-cr le permiten 

ampliar su espectro de acción incluyendo las fluoroquinolonas como ciprofloxacina o 

norfloxacina pero no afecta a otros antibióticos de la familia como ácido nalidíxico, 

levofloxacina, moxifloxacina u ofloxacina  (2b- Fig.18) (Ruíz et al., 2012 b; Aldred et al., 

2014). 

- La expresión de bombas de expulsión activas como QepA o OqxAB permiten la 

disminución de la cantidad de antibiótico en el interior celular (3b-Fig. 18). QepA, 

descrita por primera vez en Japón en 2002, provoca un incremento moderado de la 

CMI de las quinolonas más hidrofílicas como norfloxacina y ciprofloxacina pero no de 

las más hidrófobas como el ácido nalidíxico, la levofloxacina o la moxifloxacina. Por su 

parte OqxAB se descubrió un año después en una cepa E. coli resistente a olaquindox, 

un antibiótico utilizado como promotor de crecimiento en cerdos. Esta bomba es capaz 

de actuar sobre el ácido nalidíxico, ciprofloxacina y norfloxacina aumentando 
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considerablemente sus CMIs y aunque originalmente se encontraba en animales de 

ganado ya se ha descrito en aislados provenientes de humanos, tanto comensales 

como patogénicos (Ruíz et al., 2012). 

- Proteínas Qnr (2a- Fig.18): Las proteínas Qnr son una familia de proteínas codificadas 

por los genes qnr cuya estructura se basa en la repetición en tánden de 5 aminoácidos 

según los siguientes motivos semiconservativos: (Ser, Thr, Ala o Val)-(Asp o Asn)-(Leu o 

Phe)- (Ser, Thr o Arg)-(Gly) (Vetting et al., 2006).  El modo de acción de las Qnr se basa 

en la protección de las dianas de las quinolonas mediante la reducción de la unión 

entre la DNA girasa y el DNA gracias a la unión entre Qnr y la DNA girasa, lo que impide 

la unión de esta última al DNA (Aldred et al., 2014). 

Los genes qnr se pueden dividir en 5 familias, las cuales poseen diferentes alelos 

según su homología con el gen inicial (qnrA, qnrB, qnrC, qnrD y qnrS). Las reglas de 

nomenclatura y las variantes descritas hasta la fecha se pueden encontrar en la página 

web de referencia www.lahey.org/qnrStudies. Se cree que estos genes qnr plasmídicos 

provienen de genes presentes en el cromosoma de diversas especies bacterianas. Uno 

de los casos en los que la procedencia parece tener un origen cromosómico más 

evidente es el caso de los genes qnrB, cuyo origen sugerido es el cromosoma de 

diversas especies del género Citrobacter en el que se encuentra con diferentes 

entornos genéticos (Figura 19) (Jacoby et al., 2011). Además, se piensa que las 

proteínas QnrB participan en los mecanismos de la respuesta SOS celular que se activan 

en respuesta a daños en el DNA, ya que, en la región promotora de dichas proteínas, se 

encuentra un sitio de unión para la proteína LexA encargada de la activación de la 

respuesta SOS, de modo que cuando las quinolonas desencadenan la respuesta SOS, 

LexA se libera de su lugar de unión y se produce la expresión de las proteínas QnrB 

(Figura 20) (Wang et al., 2009). Las variantes plasmídicas de qnrB aparecen 

frecuentemente asociadas a la secuencia de inserción ISCR1 e incorporadas en 

integrones junto con otros genes de resistencia a antibióticos y el gen de la integrasa 

intI1 (Jacoby et al., 2011). 



Introducción 

33 | P á g i n a  

 

 

Figura 19. Entornos genéticos de qnrB cromosómicos y plasmídicos (Jacoby et al., 2011). 

 

Figura 20. Regulación de la expresión de qnrB2 mediante el sistema SOS. Cuando no existe inducción, la 
proteína LexA se encuentra unida a la región promotora de qnrB y qnrB se expresa en niveles basales. Si se 
induce la respuesta SOS, por ejemplo mediante ciprofloxacina, se producen DNAs de cadena única. RecA se une 
a éste ssDNA produciéndose una activación de su función coproteasa. LexA interacciona con el filamento de 
nucleoproteína RecA/ssDNA lo que provoca la proteólisis de LexA y la desrepresión de qnrB. La inducción de la 
expresión de qnrB provocará un aumento en la concentración inhibitoria mínima de ciprofloxacina (Da Re et al., 
2009). 
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Elementos de diseminación genética 

 

Las bacterias tienen la capacidad de adquirir material genético externo mediante los 

mecanismos de transducción, conjugación y transformación (Figura 21). Dentro de este material 

genético se incluyen los determinantes de resistencia a antibióticos. 

En este último apartado de la introducción nos centraremos en algunos de los elementos de 

diseminación genética más frecuentemente relacionados con la diseminación de mecanismos 

resistencia antibiótica (Jørgensen et al., 2015; Huddleston, 2014). 

 

Figura 21. Mecanismos de transmisión genética en bacterias. A) Transducción: inserción de DNA mediante un 
bacteriófago. B) Conjugación: El plásmido de la bacteria donadora se transfiere a la receptora mediante un pilus. 
1. El plásmido se puede insertar en el cromosoma bacteriano. 2. El plásmido puede quedar libre en el citoplasma 
bacteriano. 3. El plásmido puede transferirse entre cromosoma y citoplasma bacterianos. 4. El plásmido puede 
intercambiar secuencias material genético como secuencias de inserción o transposones con otros plásmidos o 
con el cromosoma. C) Transformación: adquisición de DNA libre en el medio (Gyles&Boerlin, 2014). 

De entre los elementos de diseminación genética destacaremos los plásmidos e integrones 

debido a su importancia en la transferencia de genes de resistencia a antibióticos y su relación con 

esta tesis. 

Plásmidos: 

 

Los plásmidos son moléculas de DNA extracromosómico, normalmente circulares con la 

capacidad de autorreplicarse y distribuirse entre las células hijas durante la división celular. Algunos 

plásmidos portan genes que les permiten movilizarse de una bacteria a otra mediante mecanismos 

de conjugación, son los plásmidos autotransmisibles o conjugativos. Otros plásmidos han perdido 

estos genes, por lo que necesitan la presencia y los mecanismos de plásmidos conjugativos para 
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poder movilizarse y diseminarse (Gyles & Boerlin, 2014).  

Los genes que portan los plásmidos abarcan numerosas funciones, que aunque no son 

esenciales para la supervivencia de la bacteria que los portan, les confieren ventajas selectivas. Estos 

genes abarcan desde los mecanismos para su propia diseminación, como es el caso de los plásmidos 

conjugativos, hasta los genes de resistencia a antibióticos, pasando por genes que codifican factores 

de virulencia o que les permitan una mejor adaptación a un medio en concreto (Gyles & Boerlin, 

2014). Prácticamente todos los plásmidos portan una región conservada, denominada “plasmid 

backbone” que les permite su replicación, su estabilidad, su mantenimiento, su movilidad y su 

adaptación. El módulo de adaptación contiene los genes adicionales de resistencia a antibióticos o 

virulencia. Pero además, se pueden integrar elementos genéticos móviles como secuencias de 

inserción o transposones que movilizan genes de resistencia a antibióticos (Figura 22). Dentro de 

estos elementos móviles portados por los plásmidos podemos encontrar genes de resistencia a beta-

lactámicos, aminoglucósidos, tetraciclinas, cloranfenicol, sulfamidas, trimetoprim, macrólidos o 

quinolonas, por lo que la diseminación de plásmidos portadores de estos genes entre las bacterias, ya 

sean del ámbito clínico como de la microbiota humana, es de gran relevancia en el problema de la 

resistencia a antibióticos (Carattoli, 2013). 

A) B)

 

Figura 22. A) Arriba: Estructura de elementos que únicamente portan genes de transposición: transposones 
simples o secuencias de inserción. Abajo: Estructura de los elementos que portan otros genes además de los 
genes de transposición: transposones compuestos. B) Mecanismo de transposición. 

Los plásmidos que confieren fenotipos de multirresistencia a las bacterias que los portan son 
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normalmente de gran tamaño (>50 kb), conjugativos y poseen sofisticados mecanismos para 

controlar el número de copias plasmídicas, regulando así el ratio de replicación (Carattoli, 2013). En la 

actualidad se están realizando numerosos esfuerzos con el fin de entender la biología de estos 

plásmidos, entre ellos se han admitido diversas clasificaciones de los mismos (Carattoli, 2011; 

Garcillán-Barcía et al., 2015). 

 

Integrones: 

 

Otro de los elementos altamente involucrados en la resistencia bacteriana a antibióticos son 

los integrones. Los integrones fueron descubiertos a principios de los años 80, cuando el estudio 

molecular de algunos genes de resistencia reveló la existencia de una secuencia común en la región 5’ 

que formaba parte de una estructura genética que se denominó integrón (In). Actualmente, los 

integrones se encuentran ampliamente diseminados entre las especies de la familia 

Enterobacteriaceae. 

Los integrones se caracterizan por ser capaces de captar, ordenar y expresar genes, 

denominados “casetes génicos”, que codifican determinantes de resistencia a antibióticos u otras 

funciones. El mecanismo de captación de los mismos consiste en un sistema de recombinación sitio-

específico. En su forma más sencilla, los integrones están formados por 3 elementos necesarios para 

la captura y expresión de los casetes génicos (Figura 23): un gen que codifica una integrasa (intI), el 

lugar de recombinación sitio-específico (attI) y un promotor (Pant) para la expresión de los casetes 

génicos integrados. A veces contienen un segundo promotor más fuerte, P2, localizado 

adyacentemente en posición 3’ del primero y que incrementa el grado de transcripción y expresión 

de los genes. 

 

 

 

 

Figura 23. Estructura básica de un integrón (Sabaté, 2002). 

Los casetes génicos pueden aparecer como moléculas de DNA no replicativas circulares, pero 
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por lo habitual se encuentran en los integrones como secuencias lineales. Generalmente incluyen un 

único gen y en posición 3’ presentan una secuencia de recombinación sitio-específica, conocida como 

attC, a través de la que se efectúa su reconocimiento y movilización. Los casetes génicos 

normalmente no contienen promotores y son transcritos utilizando el promotor del integrón que se 

encuentra en la región de la integrasa; de esta manera, todos los casetes génicos que posea son 

transcritos en un único RNA mensajero policistrónico, lo que provoca una relativa disminución de la 

transcripción en los genes más distales. Los casetes génicos son movilizados por la integrasa que 

reconoce el lugar attC del gen casete y el lugar receptor attI del integrón, permitiendo su integración 

(Figura 24) (Sabaté et al., 2002).  

Los integrones son elementos genéticos movilizables que están físicamente relacionados con 

elementos genéticos móviles como secuencias de inserción, transposones o plásmidos conjugativos, 

los cuales sirven como vehículo de transmisión horizontal de los integrones inter- e intra-especie. Los 

que participan en la diseminación de genes de resistencia se clasifican en base a la homología de sus 

integrasas. Las tres clases más importantes de integrones implicadas en mecanismos de 

multirresistencia son las clases 1, 2 y 3, siendo la 1 y la 2 las más prevalentes; es por esto por lo que 

nos centraremos en estas tres clases en este trabajo. 

 

Figura 24. Mecanismo de inserción de los casetes génicos. El integrón aparece representado como una fina línea 
negra. La flecha representa el gen de la integrasa y los casetes génicos están representados como rectángulos en 
blanco (gen 1) o en punteado (gen 2) con la región attC representada como un cuadrado negro (Hall, 2012). 



Introducción 

38 | P á g i n a  

 

 

Integrones de clase 1 

 

Los integrones de la clase 1 son los que se encuentran con mayor frecuencia. Se caracterizan 

por tener un segmento 5’ conservado (5’-CS) que contiene el gen codificante de la integrasa, la attI y 

el promotor de casetes génicos; por otra parte, la mayoría de los integrones contienen también un 

segmento 3’ conservado (3’-CS) que contiene un gen que confiere resistencia a componentes de 

amonio cuaternario (qacEΔ1) y un gen de resistencia a sulfonamidas (sul1) (Partridge, 2011; Hall, 

2012) (Figura 25). Se han encontrado integrones que poseen dos copias de la región 3’-CS (Sabaté et 

al., 2002) e integrones defectivos en esta región 3’. A continuación de los genes qacEΔ1 y sul1 se 

puede detectar una secuencia de inserción denominada ISCR1. La longitud de la región 3’-CS es 

variable, pudiendo encontrarse corriente abajo de ISCR1 genes de resistencia a antimicrobianos como 

diferentes variantes de blaCMY, blaCTX, qnrA, dfrA, etc (Bennett 2008; Partridge, 2011).  

 

Figura 25. Estructura de un integrón de clase 1 (González et al., 2004). 

Los diferentes casetes génicos encontrados en esta clase de integrones muestran genes de 

resistencia a beta-lactámicos, aminoglucósidos, cloranfenicol, trimetoprim, estreptomicina, 

rifampicina, eritromicina, fosfomicina, etc. 

Integrones clase 2 

 

Los integrones de la clase 2 derivan del transposón Tn7. Estos integrones tienen en el 
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segmento conservado 5’ los elementos básicos de un integrón. Adyacente a esta región, hay otra que 

contiene los casetes génicos y finalmente un segmento que contiene 5 genes implicados en la 

transposición (tns) (Figura 26) (Hall, 2012; Sabaté et al., 2002). 

 

Figura 26. Estructura de un integrón de clase 2 (Partridge et al., 2009). 

Entre la escasa variación de casetes génicos detectados en esta clase de integrones, 

habitualmente aparecen genes que codifican resistencia a trimetoprim (dfrAIa o dfrAIb), 

estreptotricina (sat) y estreptomicina-espectinomicina (aadA1). Esta diferencia con respecto a los de 

clase 1 puede deberse a que la IntI2 presenta una mutación respecto a la IntI1 que genera una 

proteína truncada no funcional, sin capacidad de escisión e inserción. No obstante, se ha comprobado 

que IntI1 es capaz de reconocer y recombinar el sitio attI de los integrones de clase 2 (Partridge et al., 

2009; Mazel, 2006).  

Finalmente, una vez visto estos mecanismos y elementos de diseminación genética, podemos 

ver un esquema de un ejemplo de diseminación de genes de resistencia a través de dichos elementos 

en la figura 27. La diseminación de genes de resistencia a antibióticos supone un problema actual que 

puede ocasionar grandes pérdidas, tanto económicas como personales, si no se toman las medidas 

adecuadas inmediatamente. 
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Figura 27. Transferencia de genes de resistencia a través de integrones: la figura representa esquemáticamente la 
transmisión de integrones (Ravi et al., 2014). 
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1. Aislar enterobacterias a partir de muestras fecales de individuos sanos y detectar 

genes codificantes de pAmpC y cAmpC en los aislados obtenidos. 

 

2. Detectar y caracterizar enterobacterias portadoras de beta-lactamasas AmpC en 

aislados clínicos. 

 

3. Analizar el polimorfismo de los genes ampC y qnrB detectados en los géneros 

Citrobacter, Enterobacter y Morganella; así como la diversidad clonal encontrada en 

estas especies. 

 

4. Caracterizar bioquímicamente beta-lactamasas ESAC y estudiar el efecto del 

avibactam en los aislados que las portan. 

 

5. Caracterizar los mecanismos de resistencia a carbapenémicos incluyendo el estudio 

de casos clínicos con beta-lactamasas de interés. 

 

6. Generar un protocolo de detección fenotípica de carbapenemasas. 
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1. To isolate enterobacteria from fecal samples of healthy humans and to detect pAmpC 

and cAmpC encoding genes among the obtained isolates. 

 

2. To detect and characterize AmpC beta-lactamase among clinical enterobacteria 

isolates. 

 

3. To analyze the ampC and qnrB polymorphism among Citrobacter, Enterobacter and 

Morganella genera, as well as the clonal diversity among these isolates. 

 

4. To characterize biochemically ESAC beta-lactamases and to study the avibactam 

effect on the carrier isolates.  

 

5. To characterize carbapenem resistance mechanisms among carbapenem resistant 

enterobacteria, including clinical cases of special relevance. 

 

6. To design a new carbapenemase phenotypic detection protocol. 

 

  



 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MATERIAL Y MÉTODOS 

  



 
 



Material y Métodos 

51 | P á g i n a 
 

1. Toma de muestras y aislamiento de enterobacterias 

 

1.1. Aislados de muestras fecales de personas sanas. 
 

1.1.1. Toma de muestras fecales  
 

Entre septiembre y octubre de 2010, se procesaron 50 muestras fecales de individuos 

sanos, 25 hombres y 25 mujeres con edades comprendidas entre los 9 días y los 83 años. Todos 

los individuos (o sus tutores) dieron su consentimiento informado. Ninguno había consumido 

antibióticos en los tres meses previos al estudio. Las muestras fecales  se obtuvieron empleando 

hisopos estériles de algodón y  se mantuvieron refrigeradas a 4ºC hasta ser remitidas a nuestro 

laboratorio para su procesamiento.  

1.1.2. Procesamiento de las muestras para el aislamiento e identificación 
de enterobacterias 

 

Para el aislamiento e identificación de enterobacterias procedentes de individuos sanos se 

siguió el siguiente procedimiento: 

1. El contenido fecal obtenido con el hisopo de algodón se suspendió y homogeneizó 

en 3 ml de solución salina al 0,9 % estéril. 

2. Una alícuota de 100 μl de la suspensión se sembró en placas de Agar Hektoen y se 

incubaron a 37ºC durante 24 h. 

3. Se tomó una colonia de cada morfología diferente compatible con enterobacterias 

y se reaislaron en placas de BHI agar para conseguir un cultivo puro. 

4. Cada uno de los aislados fue sometido a pruebas bioquímicas (crecimiento en agar 

McConkey y agar Levine, catalasa, oxidasa, citrato, TSI, indol y tinción Gram) y a la galería de 

pruebas bioquímicas miniaturizadas Api20E. 

5. Aquellos aislados sospechosos de pertenecer a la especie E. coli fueron 

confirmados mediante PCR del gen uidA (Heininger et al., 1999). 

6. A los aislados restantes se les realizó la amplificación por PCR del DNA que 

codifica la subunidad 16S ribosomal y tras secuenciación del amplicón, se comparó la secuencia 

con la base de genes GenBank para determinar el género y la especie bacteriana. 
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7. Si todavía existía alguna duda sobre la especie concreta de ciertas 

enterobacterias, su identificación se realizó mediante MALDI-TOF. 

 

1.2. Aislados clínicos. 

 

1.2.1. Aislados procedentes de hospitales españoles 
 

Se estudiaron un total de 80 aislados clínicos de enterobacterias gracias a la colaboración 

con 5 hospitales españoles: Hospital San Pedro de Logroño (HSP); Hospital Clínico Universitario 

Lozano Blesa de Zaragoza (HCULB); Hospital General de Asturias (HGA); Hospital Royo Villanova 

de Zaragoza (HRV); y Hospital Universitario Miguel Servet de Zaragoza (HUMS) (Anexo 1). El 

aislamiento e identificación de bacterias de importancia clínica se llevó a cabo en los hospitales de 

procedencia. Un total de 50 aislados procedían de muestras de orina, 10 de hemocultivo, 5 de 

herida quirúrgica, 4 de broncoaspirado, 3 de absceso, 2 de catéter, 2 de herida, 1 de fístula, 1 de 

esputo, 1 de exudado rectal y 1 de exudado nasal. La distribución de especies de los aislados 

recogidos en este estudio se muestra en la tabla 5. 

 

Tabla 5: Distribución de especies de aislados clínicos incluidos en esta tesis. 

Especie Nº de aislados 
Citrobacter freundii 22 
Citrobacter freundii complex 4 
Citrobacter koseri 4 
Citrobacter amalonaticus 1 
Citrobacter braakii 1 
Citrobacter spp. 1 
Escherichia coli 2 
Enterobacter cloacae 17 
Enterobacter aerogenes 3 
Proteus mirabilis 7 
Proteus vulgaris 2 
Morganella morganii 7 
Klebsiella pneumoniae 8 
Klebsiella ornithinolytica 1 
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1.2.2. Aislados procedentes de hospitales franceses 

 

Durante la estancia en el Hospital Universitario de Amiens Sur, se realizaron una serie de 

estudios utilizando aislados de la colección del grupo de investigación del profesor Hedi 

Mammeri. Todos los aislados de dicha colección tenían un origen clínico y habían sido obtenidos e 

identificados por los servicios de Microbiología de diferentes hospitales franceses. En total se 

incluyeron 27 aislados de las especies K. pneumoniae (10); E. coli (12); E. cloacae (3); E. aerogenes 

(1) y C. braakii (1).  

 

2. Medios de cultivo y pruebas de identificación bacteriana 

 

2.1. Medios de cultivo: 
 

• Brain Heart Infusion (BHI) (agar y caldo) (Difco): Medio complejo utilizado para el 

crecimiento de una amplia gama de microorganismos incluyendo bacterias y levaduras. Se utilizó 

para el crecimiento general de las enterobacterias. 

• Agar Müeller Hinton (MH) (Difco): Medio utilizado para la determinación de la 

sensibilidad a antibióticos de acuerdo a los protocolos del CLSI. Se utilizó para la determinación de 

la sensibilidad a antibióticos de las enterobacterias. 

• Agar Hektoen Entérico (Scharlau): Medio que se utiliza para el aislamiento de bacterias 

entéricas gram negativas, especialmente Salmonella y Shigella spp. Contiene sales biliares que 

inhiben el desarrollo de muchas bacterias gram positivas y gram negativas no entéricas; posee 

azul de bromotimol y fucsina ácida como indicadores de la fermentación de carbohidratos, y 

citrato de hierro como un indicador de la formación de H2S a partir del tiosulfato. En este estudio 

se utilizó para el aislamiento de enterobacterias a partir de heces, ya que permite diferenciar muy 

bien entre bacterias de diferentes especies debido a un crecimiento distinto (Figura 28). 

 

Figura 28: Placas de agar Hektoen sembradas con las muestras fecales tomadas de personas sanas. 
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• Agar Levine (Difco): Medio utilizado para el aislamiento de enterobacterias ya que inhibe 

el crecimiento de gram-positivos. Se utilizó para la diferenciación de E. coli que en este medio 

adquiere un color verde-negruzco con un brillo metálico característico.  

• Leche deshidratada (Difco): utilizada para conservar las cepas en congelación. 

• Luria-Bertani (LB): es uno de los medios más utilizados para el cultivo bacteriano, sobre 

todo de E. coli, debido a que es rico en nutrientes y permite el crecimiento de una gran variedad 

de cepas. Se utilizó para el crecimiento bacteriano en los procesos de extracción plasmídica y los 

de purificación proteica. 

 

2.2. Pruebas de identificación bacteriana 

 

• Agar triple azúcar e hierro (TSI) (Difco): Medio de identificación con el que se pueden 

diferenciar géneros bacterianos. La identificación está basada en la capacidad del microorganismo 

de fermentar fructosa, lactosa o/y glucosa, y de producir gas o/y sulfuro de hierro. Este medio 

contiene un indicador de pH, glucosa y lactosa. Si la bacteria no metaboliza los azúcares, el medio 

permanece de color rojizo; sin embargo, si la bacteria es capaz de metabolizar la glucosa, el medio 

virará a amarillo en la zona profunda, debido a la acumulación de ácidos; si la bacteria es capaz de 

metabolizar lactosa todo el medio virará a amarillo. Además el medio contiene tiosulfato de sodio 

y citrato amónico de hierro permitiendo la formación de sulfuro de hierro por las bacterias 

capaces de reducir el tiosulfato, lo que provocará la visualización de un precipitado de color 

negro. Esta prueba se realizó en tubos en slant con 8 ml de medio, se sembró en superficie y en 

profundidad y se incubó a 37ºC durante 24 horas. 

• Agar Citrato de Simmons (Difco): Prueba de identificación bacteriana. Este medio 

contiene citrato sódico como única fuente de carbono y fosfato de amonio como fuente de 

fosfato; además, contiene azul de bromotimol como indicador de pH y cloruro de sodio para 

mantener el balance osmótico. Únicamente podrán crecer en él aquellas bacterias capaces de 

utilizar el citrato como única fuente de carbono, dichas bacterias utilizarán los fosfatos liberando 

iones amonio y por lo tanto, alcalinizando el medio. El metabolismo del citrato se realiza, en 

aquellas bacterias que poseen citrato permeasa, a través del ciclo del ácido tricarboxílico. El 

desdoblamiento del citrato da progresivamente, oxalacetato y piruvato. Este último compuesto, 

en presencia de un medio alcalino, da origen a ácidos orgánicos que, al ser utilizados como fuente 

de carbono, producen carbonatos y bicarbonatos alcalinos por lo que el medio vira a azul. Se 
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realizó en tubos en slant con 6 ml de medio y se sembró en superficie. Si el medio vira a azul el 

resultado de la prueba es positivo, es decir; el microorganismo es capaz de utilizar el citrato como 

única fuente de carbono y energía. 

• Indol (Biofix-Panreac): El indol es uno de los productos de degradación metabólica del 

aminoácido triptófano. Las bacterias que poseen el enzima triptofanasa son capaces de hidrolizar 

y desaminar el triptófano, dando como productos indol, ácido pirúvico y amoniaco. Se testó la 

capacidad bacteriana de hidrolizar y desaminar el triptófano mediante la utilización de tiras 

reactivas. Un cambio de color a verde azulado indica la presencia de un microorganismo indol-

positivo. 

• Oxidasa (Biofix-Panreac): La reacción de la oxidasa se debe a la presencia de un sistema 

citocromooxidasa que activa la oxidación del citocromo. El citocromo es reducido por el oxígeno 

molecular produciendo agua o peróxido de hidrógeno, según la especie bacteriana. Esta prueba 

se llevó a cabo mediante tiras reactivas que contenían hidrocloruro de tetrametil-p-

fenilendiamina, extendiendo una colonia de la bacteria a testar. Si la reacción es positiva el 

reactivo teñirá las colonias de color azul-violeta. 

• Prueba de la catalasa: El peróxido de hidrógeno es uno de los productos finales del 

metabolismo oxidativo aeróbico de los carbohidratos, siendo tóxico para la células bacterianas. La 

catalasa es una enzima capaz de descomponer el peróxido de hidrógeno (H2O2) en agua y oxígeno; 

algunos microorganismos la poseen como modo de defensa frente al H2O2 y su presencia o 

ausencia tiene, en algunos casos valor taxonómico. Se tomó una colonia de cultivo puro de la 

bacteria a testar y se extendió con el asa de siembra sobre un portaobjetos con una gota de H2O2 

al 3 %. La aparición de burbujas de gas o efervescencia indica una reacción positiva, es decir; el 

microorganismo posee catalasa. 

• Agar McConkey (Difco): Medio selectivo para bacterias entéricas ya que contiene sales 

biliares que inhiben el crecimiento de muchas gram negativas no entéricas y cristal violeta que 

inhibe el crecimiento de gram positivas. Además es un medio diferencial porque permite 

diferenciar las bacterias fermentadoras de lactosa de las no fermentadoras. La lactosa es el único 

carbohidrato en el medio, el cual a su vez contiene un indicador de pH (rojo neutro, rojo a 

pH<6,8). Las bacterias fermentadoras de lactosa forman colonias de diferentes tonos de rojo 

debido al viraje del indicador por la producción de ácidos. Las bacterias no fermentadoras de 

lactosa aparecen incoloras o transparentes. 

• Galeria Api20E (BioMérieux): Es un sistema de identificación rápida para bacterias de la 

familia Enterobacteriaceae y otras bacterias gram negativas. Consta de 21 tests bioquímicos 
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estandarizados y miniaturizados. Se utilizó para la identificación bacteriana de cepas aisladas a 

partir de heces de individuos sanos. 

• Tinción Gram: La tinción de gram es un tipo de tinción diferencial empleada en 

microbiología para la visualización de bacterias. Debe su nombre al bacteriólogo danés Christian 

Gram, que desarrolló la técnica en 1884. Se utiliza tanto para poder referirse a la morfología 

celular bacteriana como para poder realizar una primera aproximación a la diferenciación 

bacteriana. Se consideran bacterias gram positivas a las bacterias que se visualizan de color 

violeta y bacterias gram negativas a las que se visualizan de color rosa. Para su realización se hizo 

un frotis del microorganismo y se fijó al portaobjetos; a continuación se cubrió con cristal violeta 

durante 1 minuto, se lavó con agua; se cubrió con lugol durante 30 segundos, se lavó con agua y 

se decoloró con una mezcla de etanol-acetona 1:1, posteriormente se lavó nuevamente con agua 

y se cubrió con safranina durante un minuto, se lavó con agua y se dejó secar al aire. Finalmente 

se observó al microscopio óptico con aceite de inmersión y el objetivo de 100 aumentos. 

 

3. Estudios de sensibilidad a antibióticos 

 
Se realizaron estudios de de sensibilidad a antibióticos mediante diferentes técnicas; así 

mismo se realizaron estudios fenotípicos de detección de beta-lactamasas. 

3.1. Antibióticos estudiados 

 

Se determinó la sensibilidad a los siguientes antibióticos: ampicilina, piperacilina, ticarcilina, 

amoxicilina/ácido clavulánico, piperacilina/tazobactam, cefalotina, ceftazidima, cefotaxima, 

cefoxitina, aztreonam, cefepime, doripenem, ertapenem, imipenem, meropenem, colistina, 

temocilina, ácido nalidíxico, ciprofloxacino, tetraciclina, cloranfenicol, sulfamidas, trimetoprim, 

trimetoprim-sulfametoxazol, gentamicina, tobramicina, kanamicina, estreptomicina, netilmicina, 

amikacina y fosfomicina. Dicha sensibilidad se estudió mediante los métodos que se detallan a 

continuación. 
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3.2. Método de difusión por disco (antibiograma) 

 

El método de difusión por disco se realizó e interpretó siguiendo las normas recomendadas 

por el CLSI (2014). A partir de un cultivo puro, se preparó una suspensión bacteriana en solución 

salina con una turbidez equivalente a 0,5 McFarland y se inoculó homogéneamente con un hisopo 

estéril toda la superficie de la placa de agar MH. Seguidamente, se colocaron los discos de 

antibiótico de la casa comercial BioMérieux u Oxoid con las concentraciones de antibiótico 

recomendadas por el CLSI (Tabla 6). Las placas se incubaron a 37ºC durante 16-18 horas y 

posteriormente se midieron los halos de inhibición. La interpretación y clasificación de las 

sensibilidades se realizó según los puntos de corte propuestos por el CLSI (2014). 

 

Tabla 6. Carga de los discos de antibióticos empleados en antibiogramas de enterobacterias y puntos de corte 
según los halos de inhibición (CLSI, 2014). S: Sensible, I: Resistencia intermedia, R: Resistente.  

Antibiótico Carga disco (μg) 
Halo de Inhibición (en mm) 

S I R 

Ampicilina 10 ≥17 14-16 ≤13 
Piperacilina 100 ≥21 18-20 ≤17 
Ticarcilina 75 ≥20 15-19 ≤14 
Amoxicilina/ác.clavulánico 20/10 ≥18 14-17 ≤13 
Cefalotina 30 ≥18 15-17 ≤14 
Cefepime 30 ≥25 19-24* ≤18 
Cefotaxima 30 ≥26 23-25 ≤22 
Cefoxitina 30 ≥18 15-17 ≤14 
Ceftazidima 30 ≥21 18-20 ≤17 
Aztreonam 30 ≥21 18-20 ≤17 
Doripenem 10 ≥23 20-22 ≤19 
Ertapenem 10 ≥22 19-21 ≤18 
Imipenem 10 ≥23 20-22 ≤19 
Meropenem 10 ≥20 20-22 ≤19 
Gentamicina 10 ≥15 13-14 ≤12 
Tobramicina 10 ≥15 13-14 ≤12 
Amikacina 30 ≥17 15-16 ≤14 
Kanamicina 30 ≥18 14-17 ≤13 
Netilmicina 30 ≥15 13-14 ≤12 
Estreptomicina 10 ≥15 12-14 ≤11 
Tetraciclina 30 ≥15 12-14 ≤11 
Ácido Nalidíxico 30 ≥19 14-18 ≤13 
Ciprofloxacino 5 ≥21 16-20 ≤15 
Trimetoprim/sulfametoxazol 1.25/23.75 ≥16 11-15 ≤10 
Sulfamidas 250 ≥17 13-16 ≤12 
Trimetoprim 5 ≥16 11-15 ≤10 
Cloranfenicol 30 ≥18 13-17 ≤12 
Fosfomicina 200 ≥16 13-15 ≤12 

* Sensible dosis dependiente 
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3.3. Método de dilución en agar 

 

La Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) es la menor concentración de antibiótico capaz 

de inhibir el crecimiento bacteriano. Se determinó la CMI siguiendo las instrucciones del CLSI 

(2014) utilizando antibióticos en polvo de la casa comercial Sigma (Tabla 5). 

Para la preparación de las placas, se realizaron diluciones seriadas 1:2 de cada antibiótico 

en agua estéril (o diluyente), partiendo de una solución diez veces mayor que la máxima 

concentración en placa deseada. Se añadieron 2 ml de cada dilución en placas Petri estériles y 

18 ml de agar MH atemperado a 50ºC aproximadamente. Se homogenizó la mezcla por toda la 

placa y se dejó solidificar. Se prepararon placas sin antibiótico como controles de crecimiento. 

El inóculo bacteriano se preparó en tubos de solución salina, suspendiendo la cantidad 

adecuada de microorganismo crecido previamente en cultivo puro hasta alcanzar una turbidez 

equivalente al 0,5 McFarland. Dicha suspensión fue diluida en una relación 1:10 y se llenaron los 

pocillos del replicador de Steers (Figura 29). Se sembraron las placas con un inóculo equivalente a 

104 UFC/gota. Se incluyeron las placas control al comienzo y final de la replicación para 

comprobar un crecimiento correcto del microorganismo, así como las cepas control 

Staphylococcus aureus ATCC29213 y E. coli ATCC25922. Las placas se incubaron a 37ºC durante 

16-20 horas. Se consideró como CMI para cada aislado, la concentración más baja de antibiótico 

que inhibía totalmente el crecimiento bacteriano. Se empleó esta técnica con los antibióticos 

ampicilina, ceftazidima, cefotaxima, cefoxitina, cefepime, aztreonam, imipenem, meropenem, 

ácido nalidíxico, ciprofloxacino, levofloxacino, norfloxacino y ofloxacino. Los puntos de corte están 

indicados en la tabla 7. 

 

Figura 29. Replicador de Steers. 
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Tabla 7. Antibióticos testados y puntos de corte considerados en CMI (CLSI, 2014). S: Sensible, I: 
Resistencia intermedia, R: Resistente. CMI: Concentración Mínima Inhibitoria 

Antibiótico CMI (mg/L) 
S I R 

Ampicilina ≤8 16 ≥32 
Piperacilina ≤16 32-64 ≥128 
Piperacilina/tazobactam ≤16/4 32/4-64/4 ≥128/4 
Ceftazidima ≤4 8 ≥16 
Cefotaxima ≤1 2 ≥4 
Cefoxitina ≤8 16 ≥32 
Cefepime ≤2 4-8* ≥16 
Aztreonam ≤4 8 ≥16 
Doripenem ≤1 2 ≥4 
Ertapenem ≤0.5 1 ≥2 
Imipenem ≤1 2 ≥4 
Meropenem ≤1 2 ≥4 
Ácido Nalidíxico ≤16 - ≥32 
Ciprofloxacino ≤0.06 0.12-0.3 ≥1 
Levofloxacino ≤0.12 0.25-1 ≥2 
Norfloxacino ≤4 8 ≥16 
Ofloxacino ≤0.12 0.25-1 ≥2 

*  Sensible dosis dependiente 

3.4. Tiras de Épsilon-test (Etest® BioMérieux) 

 
Se trata de una técnica de determinación de la CMI (mg/L) que utiliza una tira impregnada 

de antibiótico en un rango de concentración establecido e indicado con precisión en la tira. Dicho 

rango es variable en función del antibiótico. Las tiras se depositan en una placa inoculada con una 

suspensión bacteriana 0,5 McFarland de modo similar al llevado a cabo para los antibiogramas y 

se incuban a 37ºC durante 18 h. La CMI corresponde al valor del punto de intersección del halo de 

inhibición de crecimiento bacteriano con la tira (Figura 30). Los puntos de corte están 

representados en la tabla 7. 

 
Figura 30. Tira Etest. 

3.5. Detección fenotípica de BLEE, AmpC, MBL y carbapenemasas de clase A 

 
Se realizó la detección fenotípica de beta-lactamasas de espectro extendido (BLEEs) 

mediante la técnica de doble disco. Esta técnica es posible gracias a la capacidad de inhibición que 

el ácido clavulánico u otros inhibidores de beta-lactamasas producen sobre las BLEEs. Para ello se 

siguió el protocolo de realización de antibiograma descrito anteriormente colocando un disco de 

amoxicilina/ ácido clavulánico (20/10 μg) entre los discos de ceftazidima (30 μg), cefotaxima (30 
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μg) y aztreonam (30 µg) a 1,5 cm de cada uno. Si la cepa es productora de BLEEs se observa una 

sinergia entre los discos detectable por un aumento y deformación del halo en las proximidades al 

disco de amoxicilina/ ácido clavulánico (Drieux et al. 2008) (Figura 31.A). 

Para la detección fenotípica de beta-lactamasas de tipo AmpC se realizó un antibiograma 

empleando dos discos de cefoxitina (30 μg) y añadiéndole a uno de ellos cloxacilina (200 μg). Se 

consideró la prueba positiva cuando al comparar los halos de inhibición alrededor de ambos 

discos (con y sin cloxacilina) se observó una diferencia ≥6 mm (Figura 31 B). 

Debido a que la presencia de una betalactamasa de tipo AmpC puede impedir la 

visualización fenotípica de BLEE en el test de doble disco, se prepararon placas de MH 

suplementadas con cloxacilina (300 mg/L) y se realizó la prueba de doble disco también en dichas 

placas (Figura 3C).  

BLEE AmpC

FOX
FOX+CLX

AmpCA) B) C)  
Figura 31. Test fenotípicos positivos de detección de beta-lactamasas. A) Test de doble disco para la 
detección de BLEE positivo. B) Test fenotípico positivo para la detección de AmpC. C) Test de doble disco 
para la detección de BLEE, fenotipo de beta-lactamasa AmpC inducible.  

 
La detección de metalo-beta-lactamasas (MBL) se basó en la necesidad de la presencia de 

Zn2+ para la funcionalidad de estas enzimas. Se utilizó el quelante de cationes divalentes EDTA 

para inhibir su actividad. Para ello, se añadieron 6 μl de EDTA 0,5 M pH8 en un disco blanco y se 

dejó secar en un ambiente estéril. Se colocó el disco con EDTA una vez seco a 1,5 cm (centro a 

centro) de discos de imipenem y meropenem. Una deformación del halo de inhibición con 

aumento del mismo desde los discos de imipenem o meropenem hacia el disco de EDTA se 

consideró como un resultado positivo (Figura 32). 

Para la detección de carbapenemasas de clase A se siguió el método descrito por Doi et al. 

(2008). Para ello se utilizaron discos de meropenem y discos cargados con ácido p-aminofenil 

borónico (APB ) que se colocaron a una distancia de 1,5 cm centro a centro. La preparación de los 

discos de APB se realizó disolviendo el APB en agua miliQ estéril hasta una concentración final de 

50 mg/ml. Se añadieron 6 μl de la disolución sobre discos blancos, siendo la cantidad de APB de 

cada disco 300 μg. (En el caso de Pseudomonas aeruginosa se utilizaron discos de imipenem en 

lugar de meropenem). Nuevamente un aumento de la inhibición hacia el disco de APB fue 

considerado como un resultado positivo (Figura 32). 
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MBL Carbapenemasa clase A

EDTAMER
IMP

MER

 

Figura 32. Test fenotípicos positivos para la detección de MBL y carbapenemasas de clase A. 

 

3.6. Nuevo método de detección fenotípica de carbapenemasas de clase A y D 

en Enterobacterias. 

 

Durante el desarrollo de esta tesis no existían métodos fiables para la detección fenotípica 

de carbapenemasas de clase D, por ello, se llevó a cabo un estudio con la pretensión de crear un 

método fenotípico válido basado en el uso de inhibidores. Los procedimientos realizados para la 

obtención de dicho método se presentan en el apartado 5.4. de resultados del presente trabajo. 

 

4. Extracción y cuantificación de DNA 

 

4.1. Extracción de DNA total 

 
La extracción del DNA se llevó a cabo por diferentes métodos dependiendo del género 

bacteriano. En este sentido, se realizó la extracción del DNA por hervido de los aislados de los 

géneros Serratia, Enterobacter, Citrobacter, Escherichia, Morganella y mediante resina en los 

géneros Proteus, Klebsiella y Pseudomonas. En las cepas aisladas de muestras fecales de 

individuos sanos se realizó la extracción mediante resina, exceptuando las cepas sospechosas de 

pertenecer a la especie E. coli. Asimismo, durante la estancia en el Hospital Universitario de 

Amiens Sur, Francia, las extracciones de DNA se realizaron utilizando cloroformo. 

 

 

4.1.1. Extracción de DNA mediante hervido 
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A partir de un cultivo puro en placa de 24 horas se recogió un asa de siembra y se 

suspendió en 1 ml de agua miliQ estéril con la ayuda de un vórtex. Se sometió a 100ºC durante 

8 min en un termobloque. Se agitó con un vórtex durante mínimo 8 segundos y se centrifugó a 

12.000 rpm durante 2 minutos (centrífuga Eppendorf 5424). Se recogió el sobrenadante en un 

tubo eppendorf estéril.  

 

4.1.2. Extracción de DNA mediante resina (InstaGeneTM Purification 
matrix, Bio-Rad) 

 

Este método requiere el uso de una resina comercial para la extracción del DNA. A partir de 

un cultivo puro en placa de 24 horas se recogió un asa de siembra de colonias bacterianas y se 

resuspendió en 1 ml de agua miliQ estéril. Se centrifugó a 12.000 rpm durante 5 min. El 

precipitado se resuspendió en 200 μl de la resina y se incubó en un baño de agua a 56ºC durante 

20 min. Posteriormente los tubos se agitaron vigorosamente durante 10 seg y se mantuvieron a 

100 ºC durante 8 min. Se agitaron en vórtex otros 10 seg y se centrifugaron a 12.000 rpm durante 

2 min. Se recogió el sobrenadante en un tubo eppendorf estéril.  

4.1.3. Extracción de DNA con cloroformo 
 

La extracción de DNA mediante el uso de cloroformo se realizó a partir de un cultivo puro 

en placa de BHI del que se tomaron y resuspendieron varias colonias en 500 µl de Buffer SET 

(75 mM NaCl, 25 mM EDTA, 20 mM TRIS pH7.5) y a continuación se añadieron 50 µl de SDS al 

10 %. Se añadió 1 µl de lisozima 50 µg/µl e incubó a 37ºC durante 45 min. Se mezclaron con 

700 µl de cloroformo y se agitaron vigorosamente durante un minuto. Se centrifugó durante 15 

min a 13000 rpm y 10ºC. Se recogió el sobrenadante con cuidado de no llevarse la interfase 

(Figura 33).  
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Figura 33. Fotografía de tubo eppendorf en el que se está realizando una extracción de DNA con cloroformo. 
En la parte superior quedará la fase acuosa donde está suspendido el DNA, a continuación está la interfase 
que contiene restos de proteínas y por último la fase orgánica donde están suspendidos los lípidos, RNA… 

 

Se añadieron 700 µl de isopropanol y se mantuvieron a -20ºC durante al menos una hora. 

Se centrifugó 20 min a 13000 rpm y 4ºC; se colocaron los tubos en hielo y se eliminó el 

isopropanol. Se añadieron 300 µl de etanol al 70%. Se centrifugó durante 3 min a 4ºC y 13000 rpm 

para asegurarse que el DNA continuaba adherido al tubo. Se eliminó la máxima cantidad de etanol 

posible y se dejó a temperatura ambiente hasta que quedó bien seco. El precipitado fue 

resuspendido en 50 µl de agua destilada. 

4.2. Cuantificación del DNA 

 

Con el fin de determinar la concentración y pureza del DNA obtenido se utilizó un 

espectrofotómetro NanoDrop®ND-1000 (NanoDrop Technologies) debido a su alta sensibilidad y al 

poco volumen de muestra requerido (1-3 μl). Se midió la absorbancia a 260 nm y 280 nm que nos 

indican la concentración de DNA de doble hebra y la concentración proteica respectivamente; 

pudiendo así calcular la pureza del DNA mediante la relación entre ambas absorbancias. Se 

utilizaron muestras cuya relación de absorbancias 260/280 nm se encontrara en un valor de entre 

1.8 y 2. Se realizaron las diluciones apropiadas para obtener una concentración final de DNA de 

400-600 ng/µl. 
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5. Reacción en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain 

Reaction, PCR) 

 

La PCR es una técnica de biología molecular descrita por Kary Mullis, cuyo objetivo es 

amplificar un fragmento de DNA particular, delimitado por un par de cebadores o primers 

(oligonucleótidos complementarios a los extremos de la secuencia a amplificar). La PCR se basa en 

la síntesis de DNA por el enzima DNA polimerasa y en la utilización de dos cebadores de polaridad 

opuesta y de secuencia complementaria a cada uno de los extremos 3’ del fragmento de DNA de 

doble cadena que queremos amplificar. Esta técnica es muy útil para la detección específica de 

genes. La amplificación se realiza mediante tres reacciones consecutivas a diferentes 

temperaturas: 

• Desnaturalización: Las dos hebras del DNA se separan empleando temperaturas entre 93 

y 97ºC. 

• Hibridación los cebadores se unen a los extremos 3’ mediante la bajada de la temperatura 

entre 50 y 65ºC. 

• Elongación tiene lugar la síntesis de la cadena por la DNA polimerasa; esta etapa se realiza 

a 72ºC. 

Estas reacciones se repiten un número determinado de veces con el fin de conseguir 

millones de copias de la secuencia original. 

Para llevar a cabo la técnica PCR se utilizó un termociclador Biometra T3 y T3000 

Thermocycler (Whatman) y la mezcla de reacción de PCR se preparó en un volumen final de 50 μl 

para cada tubo de reacción, utilizando los componentes y las cantidades indicados en la tabla 8. 

En las reacciones se incluyeron un control positivo y un tubo con agua miliQ estéril en lugar de 

DNA como control negativo. El control positivo contenía DNA de un organismo del que se había 

confirmado por secuenciación la presencia del gen a amplificar.  

Esta técnica puede realizarse utilizando una única pareja de cebadores, PCR simple; o 

utilizando varias parejas de cebadores para amplificar varios fragmentos génicos al mismo 

tiempo, PCR múltiple. Se utilizaron ambos tipos de PCR para la detección de numerosos genes y 

entornos genéticos. También se realizó mapeo por PCR que consiste en la realización de varias 

PCRs en las que se solapan los fragmentos amplificados para determinar secuencias de mayor 

longitud. 
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En la tabla 8 se detallan las cantidades utilizadas en las PCR simples. En los casos en los que 

se realizaron PCR múltiples se detallan las cantidades y condiciones en el apartado 

correspondiente. 

Tabla 8. Reactivos/compuestos y cantidades añadidas al realizar las PCRs. 

a A partir de un stock de 100 μM (Sigma Aldrich), se preparó un stock de trabajo de 25 μM. 
b Se empleó 0,5 μl de BioTaq en aquellas PCR con fragmentos superiores a 1000 pb. 

 

5.1. PCRs de identificación bacteriana 

Las condiciones de amplificación y secuencias de los cebadores utilizados en las PCRs de 

identificación bacteriana se presentan en la tabla 9. 

Tabla 9. Secuencia nucleotídica de los cebadores de PCR y condiciones de amplificación de PCRs de 
identificación bacteriana. 

Cebadores (secuencia 5’→3’) Condiciones de amplificación Referencia (Tamaño 
amplicón) 

uidA (identificación de E. coli) 
F: ATCACCGTGGTGACGCATGTCGC 
R: CACCACGATGCCATGTTCATCTGC 

95ºC     5 min        1 ciclo 
 
95ºC    30 seg 
50ºC     1 min     35 ciclos 
72ºC     1 min 
 
72ºC     5 min        1 ciclo 

Heininger et al. 1999 
 

486  pb 

UNIV16S* 

F: AGAGTTTGATYMTGGCTCAG 

R: GGYTACCTTGTTACGACTT 

95ºC     5 min.      1 ciclo 
 
 95ºC    1 min 
 52ºC    1 min.  32 ciclos 
 72ºC    2 min. 
 
 72ºC    7 min.      1 ciclo 

Lane, DJ. 1991 
≈1600  pb 

*Y= C+T; M= A+C 

 

Componentes Concentración 
stock 

Volumen por 
tubo 

Concentración 
final de reacción 

Cebador forward (Sigma Aldrich)a 25 μM 1 μl 0,5 μM 
Cebador reverse (Sigma Aldrich)a 25 μM 1 μl 0,5 μM 
Tampón de reacción NH4 (Bioline) 10 X 5 μl 1 X 
MgCl2 (Bioline) 50 mM 1,5 μl 1,5 mM 
dNTPs (Bioline) 10 mM 1 μl 0,2 mM 
BioTaq DNA polimerasa (Bioline) 5 U/μl 0,3 μl  b 0,03 U/μl 

DNA --- 10 μl --- 

Agua miliQ estéril --- Hasta 50 μl --- 
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5.2. PCRs estudio beta-lactamasas y sus entornos 

 
La detección y análisis de beta-lactamasas se realizó mediante PCRs múltiples, simples o 

mapeo por PCR. En aquellos casos en que tras la PCR múltiple se obtuvo un resultado positivo se 

procedió a realizar una PCR simple para el gen de interés y secuenciación del fragmento 

amplificado. Se emplearon varios cebadores para la secuenciación completa del fragmento 

amplificado en los casos en los que fue necesario. 

 

5.2.1. Genes codificantes de beta-lactamasas AmpC 

 
Se realizó PCR múltiple para genes ampC en todas las cepas, independientemente del 

género. En las tablas 10 y 11 se detallan las condiciones para la realización de estas PCRs. 

 
Tabla 10. Reactivos/compuestos y cantidades añadidas al realizar PCRs múltiples para la detección de genes 
codificantes de AmpC. 

a A partir  de un stock de 100 μM (Sigma Aldrich), se preparó un stock de trabajo de 25 μM. 

 

 

 

 

Componentes Concentración 
stock 

Volumen por 
tubo 

Concentración final de 
reacción 

Cebadores (Sigma)a: 
CITM-F 
CITM-R 
DHAM-F 
DHAM-R 
MOXM-F 
MOXM-R 
EBCM-F 
EBCM-R 
ACCM-F 
ACCM-R 
FOXM-F 
FOXM-R 

 
25 μM 
25 μM 
25 μM 
25 μM 
25 μM 
25 μM 
25 μM 
25 μM 
25 μM 
25 μM 
25 μM 
25 μM 

 
1,2 μl 
1,2 μl 
1,2 μl 
1,2 μl 
1,2 μl 
1,2 μl 
1 μl 
1 μl 
1 μl 
1 μl 

0,8 μl 
0,8 μl 

 
0,6 μM 
0,6 μM 
0,6 μM 
0,6 μM 
0,6 μM 
0,6 μM 
0,5 μM 
0,5 μM 
0,5 μM 
0,5 μM 
0,4 μM 
0,4 μM 

Tampón de reacción NH4 (Bioline) 10 X 5 μl 1 X 

MgCl2 (Bioline) 50 mM 1,5 μl 1,5 mM 
dNTPs (Bioline) 10 mM 1 μl 0,2 mM 
BioTaq DNA polimerasa (Bioline) 5 U/μl 0,3 μl 0,03 U/μl 
DNA --- 10 μl --- 
Agua miliQ estéril --- Hasta 50 μl --- 
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Tabla 11. Secuencia nucleotídica de los cebadores y condiciones de PCR-múltiple para el estudio de genes 
codificantes beta-lactamasas AmpC. 

Cebadores (secuencia 5’→3’) Condiciones de 
amplificación 

Referencia (Tamaño 
amplicón) 

MOXM: 
F: GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT 
R: CACATTGACATAGGTGTGGTGC 
CITM: 
F: TGGCCAGAACTGACAGGCAAA 
R: TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC 
DHAM: 
F: AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT 
R: CCGTACGCATACTGGCTTTGC 
ACCM: 
F: AACAGCCTCAGCAGCCGGTTA 
R: TTCGCCGCAATCATCCCTAGC 
EBCM: 
F: TCGGTAAAGCCGATGTTGCGG 
R: CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT 
FOXM: 
F: AACATGGGGTATCAGGGAGATG 
R: CAAAGCGCGTAACCGGATTGG 

94ºC     3 min        1 ciclo 
 
94ºC    30seg 
64ºC    30 seg      30 ciclos 
72ºC     1 min 
 
72ºC     7 min        1 ciclo 

Pérez-Pérez y Hanson 2002 
MOXM: 520  pb 
CITM: 462  pb 

DHAM: 406  pb 
ACCM: 346  pb 
EBCM: 302  pb 
FOXM: 190  pb 

 

5.2.1.1. AmpC cromosómicas 

 
Para la caracterización genética de las beta-lactamasas AmpC cromosómicas y sus entornos 

conservados en algunas especies (Figuras 34, 35 y 36) se utilizaron las PCRs que se muestran en 

las tablas 12 y 13. 

Tabla 12. Secuencia nucleotídica de los cebadores de PCR para el estudio y secuenciación de genes 
completos de beta-lactamasas AmpC cromosómicas y sus entornos. Figuras 34, 35 y 36. 

Cebadores (secuencia 5’→3’) Condiciones de amplificación 
Referencia (Tamaño 

amplicón) 
blaDHA-1

a 

DHA1: 
F: CTCATCCTCCATAAAACAGC 
R: TTATCTCACACCTTTATTACT 

94ºC     5 min        1 ciclo 
 
94ºC     1 min 
55ºC     1 min      35 ciclos 
65ºC     8 min 
 
72ºC     8 min        1 ciclo 

 
Verdet et al. 2006 

634  pb 
 

blaDHA-2
a 

DHA2: 
F: AGATACATTGCCATTTCCAG 
R: ACTTGCCGCCGTTACTCACA 

94ºC     5 min        1 ciclo 
 
94ºC     1 min 
55ºC     1 min      35 ciclos 
65ºC     8 min 
 
72ºC     8 min        1 ciclo 

 
Verdet et al. 2006 

856  pb 
 

blaDHA-3
a 

DHA3: 
F: TGTGCCATCAGCGGTTTATT 
R: TGGAAGGTGAGTGAGTTTTA 

94ºC     5 min        1 ciclo 
 
94ºC     1 min 
55ºC     1 min      35 ciclos 
65ºC     8 min 
 
72ºC     8 min        1 ciclo 

 
Verdet et al. 2006 

1125  pb 
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Tabla 12. (Continuación). 

Cebadores (secuencia 5’→3’) Condiciones de amplificación Referencia (Tamaño 
amplicón) 

CITSEQ 
F: AACACACTGATTGTGTCTGAC 
R: CTGGGCCTCATCGTCAGTTA 

94ºC     3 min        1 ciclo 
 
94ºC     30 seg 
60ºC     30 seg      25 ciclos 
72ºC     1 min 
 
72ºC     7 min        1 ciclo 

Pérez-Pérez y Handson 2002 
1226  pb 

CMY 
F: GATTCCTTGGACTCTTCAG 
R: TAAAACCAGGTTCCCAGATAGC 

95ºC     3 min        1 ciclo 
 
95ºC     1 min 
55ºC     1 min      30 ciclos 
72ºC     1 min 
 
72ºC     3 min        1 ciclo 

Stapleton et al. 1999 
1850  pb 

CITAMPR b 
 
F: GTTGACGACTGAAGGGGAAA 
R: ACGGACGAATCAAACACCAT 

94ºC     3 min.      1 ciclo 
 
94ºC    1 min. 
59ºC    1 min.   25 ciclos 
72ºC    1 min. 
 
72ºC    5 min.      1 ciclo 

Esta tesis 
483  pb 

 

AMPR-CMY-BLC b 
AmpR-FH2: GTACATGCGTTAATTATCAGGC 
CMY-R: TAAAACCAGGTTCCCAGATAGC 

94ºC     5 min        1 ciclo 
 
94ºC     1 min 
55ºC     1 min      35 ciclos 
65ºC     8 min 
 
72ºC     8 min        1 ciclo 

Balcewich et al. 2010 
Stapleton et al. 1999 

2422  pb 

AMPR-ACT c 
CITAMPR-R:ACGGACGAATCAAACACCAT 
EBCM-R: CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT 

94ºC     5 min        1 ciclo 
 
94ºC     1 min 
55ºC     1 min      35 ciclos 
65ºC     8 min 
 
72ºC     8 min        1 ciclo 

Esta tesis 
Pérez-Pérez y Handson 2002 

1286  pb 

ACT-BLC c 
EBCF-new: GCCGCACTACTTTACCTTCG 
EBC-blc-R: GTCCAGCATCTGCTGTTTCA 

94ºC     5 min        1 ciclo 
 
94ºC     1 min 
55ºC     1 min      35 ciclos 
65ºC     8 min 
 
72ºC     8 min        1 ciclo 

Esta tesis 
1582  pb 

Promotor AmpC –E.coli 
F: AATGGGTTTTCTACGGTCTG 
R: GGGCAGCAAATGTGGAGCAA 
 

94ºC     3min        1 ciclo 
 
94ºC     1 min 
57ºC     30 seg      30 ciclos 
72ºC     6 min 
 
72ºC     10 min        1 ciclo  

Caroff 1999 
191  pb 

a. Se realizaron tres PCR independientes para la secuenciación del gen completo. 
b. Para la secuenciación completa del producto obtenido se utilizaron cebadores suplementarios 
(Tabla 13). 
c. Para la obtención completa del gen blaACT y sus entornos fueron necesarias estas dos PCRs y la 
secuenciación con cebadores suplementarios (Tabla 13). 
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Tabla 13. Cebadores suplementarios utilizados para la secuenciación completa de genes ampC. 
PCR Cebadores complementarios Referencia 

AMPR-CMY-BLC 

CITAmpR-F: GTTGACGACTGAAGGGGAAA Esta tesis 
CITAmpR-R: ACGGACGAATCAAACACCAT Esta tesis 
CITM-F:   TGGCCAGAACTGACAGGCAAA Pérez-Pérez y Handson 2002 
CITSEQ-F: AACACACTGATTGTGTCTGAC Pérez-Pérez y Handson 2002 

CITSEQ-R: CTGGGCCTCATCGTCAGTTA Pérez-Pérez y Handson 2002 

CMYnew-seq-R:GATATCGGCTTTACCCCA Esta tesis 
AMPR-ACT EBC-Rnew:  ATTTCACCGCGAGCAATGGCATC Esta tesis 

ACT-BLC 

EBC-seq-new: TACAGGTACCGGATGAGGTC Esta tesis 
EBC-F-Centro: GCCTATGGCGTAAAAACCAA Esta tesis 
ACT-seq-new: GAAGGTTTGACCGCCAGCGC Esta tesis 
ACT-blc-R: ACTGCGGCAATAACAGGCA Esta tesis 

 

CITAMPR-FH2 CITAMPR-R CITseq-F CITM-F CITM-R CITseq-R CMY-R

CMYnew-seq-RCITAMPR-F  
Figura 34. Estructura del entorno de blaCMY cromosómico. Las flechas señalan la localización de los 
cebadores de amplificación y secuenciación. 

 

DHA-1
DHA-2

DHA-3

ampR blaDHA blc

DHA-3-F

DHA-1-R

DHA-2-R

DHA-3-R

DHA-1-F

DHA-2-F

 
Figura 35. Estructura del entorno de blaDHA cromosómico. Las flechas señalan la localización de los 
cebadores de amplificación y secuenciación. 
 

EBC-blc-R
CITAmpR-R EBCM-F y EBC-F-new

EBCM-R EBC-F-centro

EBCseq-New

ACT-blc-R

EBC-blc-R

ampR blaACT blc

R-new

 
Figura 36. Estructura del entorno de blaACT/MIR cromosómico. Las flechas señalan la localización de los 
cebadores de amplificación y secuenciación. 
 

5.2.1.2. Entornos de AmpC plasmídicas (pAmpC) 

 

Para la caracterización de los entornos genéticos de los genes plasmídicos codificante de 

AmpC (pAmpC) se llevaron a cabo estudios de mapeo por PCR. 
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5.2.1.2.1. Determinación del entorno de blaDHA-1 en K. pneumoniae 

 
Se realizaron las PCRs que se muestran en la figura 37 utilizando los primers y condiciones 

descritos en la tabla 14. 

pspA pspB pspC pspD ampR qacED1 sul1 orf5 IS26blaDHA-1qnrB pspF

D

B
C

A

E
F G

H I
 

Figura 37. Estructura del entorno de blaDHA-1 en K. pneumoniae. Las flechas acotan las regiones de 
amplificación de las diferentes PCRs realizadas para su caracterización (Tabla 14). 

 

Tabla 14. Secuencia nucleotídica de los cebadores de PCR y condiciones de amplificación empleados para la 
caracterización del entorno genético de blaDHA-1 en K. pneumoniae. Las regiones amplificadas se 
corresponden a las representadas en la figura 37. 

Cebadores (secuencia 5’→3’) Condiciones de 
amplificación 

Referencia 

(Tamaño amplicón) 

A 
F: GGMATHGAAATTCGCCACTG* 
R:CCAGCATTACCCACTGAAT 

94ºC     5 min        1 ciclo 
 
94ºC     1 min 
55ºC     1 min      35 ciclos 
65ºC     8 min 
 
72ºC     8 min        1 ciclo 

Combinación 
Cattoir y Nordmann., 2007 

Verdet et al. 2006 
938  pb 

B 
F: CAGATCCAGCGGTAGGGTTA 
R:CAACATCCATGCCTGCTGAC 

Verdet et al., 2006 
1427 pb 

Cª 
F: AAGAAACAGTGTGCCGCCAT 
R:GGTAACTGATCGGTAAAC 

Verdet et al., 2006 
2774  pb 

D 
F: CCGGCAATCAGGCTAAATAA 
R:TCCGGAAAAACAGGTGGCGA 

Verdet et al., 2006 
1199  pb 

Eb 
F: CTCATCCTCCATAAAACAGC 
R: TTATCTCACACCTTTATTACT 

Verdet et al. 2006 
634  pb 

 
Fb 
F: AGATACATTGCCATTTCCAG 
R: ACTTGCCGCCGTTACTCACA 

Verdet et al. 2006 
856  pb 

 
Gb 
F: TGTGCCATCAGCGGTTTATT 
R: TGGAAGGTGAGTGAGTTTTA 

Verdet et al. 2006 
1125  pb 

Hª 
F:ATCAGATGCACCGTGTTTCA 
R:GGTGATCGCTGCACCATAG 

Verdet et al., 2006 
2602  pb 

I 
F: CCGCATATCTGCACAAGCTC 
R:CCCAGGGGATCACCATAATA 

Verdet et al., 2006 
1151  pb 

a Esta reacción se llevó a cabo con el enzima TaKaRa La Taq (TM, TAKARA BIO INC) 
b Estos cebadores son los mismos que los se emplean para la obtención de blaDHA cromosómica (Tabla 12), 
DHA1 (E), DHA2 (F) y DHA3 (G). 
*M= A ó C; H= A, C ó T 
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5.2.1.2.2. Entornos de blaCMY-2 plasmídico 

 
Para la caracterización del entorno genético del gen blaCMY-2 plasmídico se realizó mapeo 

por PCR siguiendo como referencia las estructuras previamente descritas (Verdet et al., 2009). Las 

PCRs realizadas se muestran en la figura 38 utilizando los primers y condiciones descritos en la 

tabla 15. 

 

Tabla 15. Secuencia nucleotídica de los cebadores de PCR y condiciones de amplificación empleados para la 
caracterización del entorno genético de blaCMY-2  en E. coli. Las regiones amplificadas se corresponden a las 
representadas en la Figura 38. 

Cebadores (secuencia 5’→3’) 
Condiciones de amplificación 

Referencia 

(Tamaño amplicón) 

A 
A-CMY-F: CGTAGAGGATCTCAGTTCAG 
CMY-R: TAAAACCAGGTTCCCAGATAGC 

94ºC     5 min        1 ciclo 
 
94ºC     1 min 
55ºC     1 min      35 ciclos 
65ºC     8 min 
 
72ºC     8 min        1 ciclo 

4131  pb  

B 
ISECP1-F: AAAAATGATTGAAAGGTGGT 
CITM-R: TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC 

1025  pb 

D 
D-CMY-F: ATAAGCGACAGCTTGTGGCA 
D-CMY-R: ACAACCTGGAGCACCAGAAA 

3500  pb 

E 
E-CMY-F: TTATGCCACGTGAGCCTTTC 
E-CMY-R: CCTGCCACTGTTTGCCTGTC 

2500  pb 

F 
PCRF-CMY-F: CTAACCCTGTCCGTGTCGAG 
PCRF-CMY-R: TTTCCAGCGCTATCGCTTAT 

2400  pb 

G 
G-CMY-F: CGCCTGCTAAAAGCAAGAAT 
G-CMY-R: TGCCATCTGCATGAACAAAT 

2700  pb 

H 
H-CMY-F: AAGGCTGTTGGCTTCGAGTA 
H-CMY-R: TCAGCAGTATCACCCTGCAC 

2500  pb 

I 
I-CMY-F: ATGTGTTCAAAGCCGAAACC 
I-CMY-R: GGTGCCGTAATCGAAGATTT 

2500  pb 

J 
J-CMY-F: TTTTGTATCGCGCTGGAAT 
ISECP1-PARIS-R: 
ATTTCCGCAGCACCGTTTGC 

1760  pb 

K 
K-CMY-F:TCTTGATTTTATTTGTTGAGTC 
CITM-R: TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC 

1755  pb 

L 
G-CMY-F: CGCCTGCTAAAAGCAAGAAT 
L-CMY-R: CTGAAACAGCAAACCTGCAA 

3800  pb 

M 
J-CMY-F: TTTTGTATCGCGCTGGAATT 
E-CMY-R: CCTGCCACTGTTTGCCTGTC 

1386  pb 
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Figura 38. Entornos genéticos de blaCMY-2 y PCRs realizadas (Verdet et al., 2009). 

 

5.2.2. Genes codificantes de carbapenemasas 

 

Se realizaron PCRs múltiples para la detección de genes de carbapenemasas de 

clase A (Tablas 16 y 17) y MBL (Tablas 18 y 19). Se realizaron también PCRs simples para 

los genes no recogidos en las PCRs múltiples y para la obtención de la secuencia completa 

del gen blaKPC (Tabla 20).  
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Tabla 16. Reactivos/compuestos y cantidades añadidas al realizar una PCR múltiple para la detección de 
genes codificantes de carbapenemasas de clase A. Volumen final de 25μl. 

a A partir  de un stock de 100μM (Sigma Aldrich), se preparó un stock de trabajo de 25μM. 

 

Tabla 17. Secuencia nucleotídica de los cebadores y condiciones de PCR múltiple para el estudio de 
carbapenemasas de clase A. 

Cebadores (secuencia 5’→3’) Condiciones de 
amplificación 

Referencia (Tamaño 
amplicón) 

GESM: 
F: GCTTCATTCACGCACTATT 
R: CGATGCTAGAAACCGCTC 
IMIM: 
F: TGCGGTCGATTGGAGATAAA 
R: CGATTCTTGAAGCTTCTGCG 
SMEM: 
F: ACTTTGATGGGAGGATTGGC 
R: ACGAATTCGAGCATCACCAG 
KPCM: 
F: GTATCGCCGTCTAGTTCTGC 
R: GGTCGTGTTTCCCTTTAGCC 

94ºC     5 min        1 ciclo 
 
94ºC    30 seg 
55ºC    30 seg      25 ciclos 
72ºC     1 min 
 
72ºC     7 min        1 ciclo 

Hong  et al. 2012 
GESM: 323  pb 
IMIM: 399 pb 

SMEM: 551  pb 
KPCM: 638  pb 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Componentes 
Concentración 

stock 
Volumen por 

tubo 
Concentración final 

de reacción 
Cebadores (Sigma)a: 
GESM-F 
GESM-R 
IMIM-F 
IMIM-R 
SMEM-F 
SMEM-R 
KPCM-F 
KPCM-R 

 
25 μM 
25 μM 
25 μM 
25 μM 
25 μM 
25 μM 
25 μM 
25 μM 

 
0,5 μl 
0,5 μl 
0,5 μl 
0,5 μl 
0,5 μl 
0,5 μl 
0,5 μl 
0,5 μl 

 
0,5 μM 
0,5 μM 
0,5 μM 
0,5 μM 
0,5 μM 
0,5 μM 
0,5 μM 
0,5 μM 

Tampón de reacción Kapa Hot start 
Buffer 

5 X 2,5 μl 0,5 X 

MgCl2 (KAPA) 25 mM 0,75 μl 0,75 mM 
dNTPs (Bioline) 10 mM 0,5 μl 0,2 mM 
KAPA taq TM Hot start 
(KAPABIOSYSTEMS) 

5 U/μl 0,1 μl 0,02 U/μl 

DNA --- 5 μl --- 
Agua miliQ estéril --- 12,15 μl --- 
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Tabla 18. Reactivos/compuestos y cantidades añadidas al realizar una PCR múltiple para la detección de 
genes de MBLs. Volumen final de 25μl. 

a A partir  de un stock de 100μM (Sigma Aldrich), se preparó un stock de trabajo de 25μM. 

 

Tabla 19. Secuencia nucleotídica de los cebadores y condiciones de PCR múltiple para el estudio de MBLs. 

Cebadores (secuencia 5’→3’) Condiciones de 
amplificación 

Referencia (Tamaño 
amplicón) 

IMP*: 
F: GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC 
R: CCAAACYACTASGTTATCT 
VIM: 
F: GATGGTGTTTGGTCGCATA 
R: CGAATGCGCAGCACCAG 
GIM: 
F: TCGACACACCTTGGTCTGAA 
R: AACTTCCAACTTTGCCATGC 
SPM: 
F: AAAATCTGGGTACGCAAACG 
R: ACATTATCCGCTGGAACAGG 
SIM: 
F: TACAAGGGATTCGGCATCG 
R: TAATGGCCTGTTCCCATGTG 

94ºC     5 min        1 ciclo 
 
94ºC    30seg 
52ºC    40 seg      36 ciclos 
72ºC     50 min 
 
72ºC     5 min        1 ciclo 

Ellington et al. 2007 
IMP: 188  pb 
VIM: 390  pb 
GIM: 477  pb 
SPM: 271  pb 
SIM: 570  pb 

*Y=C+T; S=G+C 

 

 

 

 

 

 

 

 

Componentes 
Concentración 

stock 
Volumen por 

tubo 
Concentración final 

de reacción 
Cebadores (Sigma)a: 
VIM-F 
VIM-R 
IMP-F 
IMP-R 
GIM-F 
GIM-R 
SIM-F 
SIM-R 
SPM-F 
SPM-R 

 
25 μM 
25 μM 
25 μM 
25 μM 
25 μM 
25 μM 
25 μM 
25 μM 
25 μM 
25 μM 

 
0,5 μl 
0,5 μl 
0,5 μl 
0,5 μl 
0,5 μl 
0,5 μl 
0,5 μl 
0,5 μl 
0,5 μl 
0,5 μl 

 
0,5 μM 
0,5 μM 
0,5 μM 
0,5 μM 
0,5 μM 
0,5 μM 
0,5 μM 
0,5 μM 
0,5 μM 
0,5 μM 

Tampón de reacción NH4 (Bioline) 10 X 2,5 μl 1 X 
MgCl2 (Bioline) 50 mM 0,75 μl 1,5 mM 
dNTPs (Bioline) 10 mM 0,5 μl 0,2 mM 
BioTaq DNA polimerasa (Bioline) 5 U/μl 0,15 μl 0,03 U/μl 
DNA --- 5 μl --- 
Agua miliQ estéril --- 11,1 μl --- 
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Tabla 20. Secuencia nucleotídica de los cebadores de PCR y condiciones de amplificación de distintos genes 
de MBLs y carbapenememasas de clase A no incluidos en las PCR múltiples. 

Cebadores (secuencia 5’→3’) 
Condiciones de amplificación 

Referencia 

(Tamaño amplicón) 

NDM: 
F: GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 
R: CGGAATGGCTCATCACGATC 

94ºC     10 min        1 ciclo 
 
94ºC     30seg 
52ºC     40 seg      36 ciclos 
72ºC     50 seg 
 
72ºC     5 min        1 ciclo 

Poirel et al. 2011 
620  pb 

DIM: 
F: GCTTGTCTTCGCTTGCTAACG 
R: CGTTCGGCTGGATTGATTTG 

94ºC     10 min        1 ciclo 
 
94ºC     30seg 
52ºC     40 seg      36 ciclos 
72ºC     50 seg 
 
72ºC     5 min        1 ciclo 

Poirel et al.2011 
699  pb 

AIM 
F: CTGAAGGTGTACGGAAACAC 
R: GTTCGGCCACCTCGAATTG 

94ºC     10 min        1 ciclo 
 
94ºC     30seg 
52ºC     40 seg      36 ciclos 
72ºC     50 seg 
 
72ºC     5 min        1 ciclo 

Poirel et al. 2011 
322  pb 

BIC 

F: TATGCAGCTCCTTTAAGGGC 

R: TCATTGGCGGTGCCGTACAC 

94ºC     10 min        1 ciclo 
 
94ºC     30seg 
52ºC     40 seg      36 ciclos 
72ºC     50 seg 
 
72ºC     5 min        1 ciclo 

Poirel et al. 2011 
537  pb 

OXA-48 

F: TTGGTGGCATCGATTATCGG 

R: GAGCACTTCTTTTGTGATGGC 

94ºC     5 min        1 ciclo 
 
94ºC     1 min 
55ºC     1 min      30 ciclos 
72ºC     1 min  
 
72ºC     7 min        1 ciclo 

Poirel et al. 2004 
743  pb 

KPC (completo)a: 

KPC-6560U-: ACCCTTGCCATCCCGTGTGC 

KPC-8848L-R: CGCCATCGTCAGTGCTCTAC 

94ºC     5 min        1 ciclo 
 
94ºC     1 min 
57ºC     1 min      35 ciclos 
65ºC     8 min 
 
72ºC     8 min        1 ciclo 

Naas et al. 2012 
2308 pb 

aEsta PCR se utilizó para la secuenciación completa del gen blaKPC, la secuenciación se realizó con los 
primers de la tabla 17. Los cebadores de KPC de esta tabla amplifican el fragmento 
istA+istB+blaKPC+ISKpn6. 
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5.2.3. Genes codificantes de otras beta-lactamasas  

 
Tabla 21. Secuencia nucleotídica de los cebadores de PCR y condiciones de amplificación de otros genes de 
resistencia a betalactámicos. 

Cebadores (secuencia 5’→3’) 
Condiciones de amplificación 

Referencia 
(Tamaño amplicón) 

TEM 
F: ATTCTTGAAGACGAAAGGGC 
R: ACGCTCAGTGGAACGAAAAC 

94ºC     3 min        1 ciclo 
 
94ºC    1min 
60ºC    1 min      30 ciclos 
72ºC    1 min 
 
72ºC     10 min        1 ciclo 

Belaouaj et al. 1994 
1150  pb 

SHV 
F: CACTCAAGGATGTATTGTG 
R: TTAGCGTTGCCAGTGCTCG 

96ºC    15 seg      1 ciclo 
 
96ºC    15 seg. 
52ºC    15 seg.   24 ciclos 
72ºC    2 min. 
 
72ºC    3 min.     1 ciclo 

Pitout et al. 1998 
885  pb 

OXA-1 
F: ACACAATACATATCAACTTCGC 
R: AGTGTGTTTAGAATGGTGATC 

96ºC     5 min.      1 ciclo 
 
96ºC     1 min. 
61ºC     1 min.   35 ciclos 
72ºC     2 min. 
 
72ºC    10 min.      1 ciclo 

Steward et al. 2001 
813 pb 

OXA-10 
F: CGTGCTTTGTAAAAGTAGCAG 
R: CATGATTTTGGTGGGAATGG 

94ºC     5 min        1 ciclo 
 
94ºC     1 min 
55ºC     1 min      30 ciclos 
72ºC     1 min  
 
72ºC     7 min        1 ciclo 

Steward et al. 2001 
651 pb 

CTXM-Univ 

F: CGATGTGCAGTACCAGTAA 

R: TTAGTGACCAGAATCAGCGG 

94ºC     5 min.      1 ciclo 
 
94ºC    30 seg. 
52ºC    30 seg.  35 ciclos 
72ºC    1 min. 
 
72ºC    5 min.      1 ciclo 

Batchelor et al. 2005 
585 pb 

GES: 

F: GTTTTGCAATGTGCTCAACG 

R: TGCCATAGCAATAGGCGTAG 

94ºC     5 min        1 ciclo 
 
94ºC     1 min 
55ºC     1 min      30 ciclos 
72ºC     1 min  
 
72ºC     7 min        1 ciclo 

Weldhagen 2004 
371 pb 

PER: 

F: ATGAATGTCATTATAAAAGC 

R: AATTTGGGCTTAGGGCAGAA 

94ºC     5 min        1 ciclo 
 
94ºC     1 min 
55ºC     1 min      30 ciclos 
72ºC     1 min  
 
72ºC     7 min        1 ciclo 

Danel et al. 1995 
920 pb 

VEB: 

F: CGACTTCCATTTCCCGATGC 

R: GGACTCTGCAACAAATACGC 

94ºC     5 min        1 ciclo 
 
94ºC     1 min 
55ºC     1 min      30 ciclos 
72ºC     1 min  
 
72ºC     7 min        1 ciclo 

Naas et al. 2000 
642 pb 
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5.3. PCRs de genes relacionados con la resistencia a cloranfenicol 

 

Tabla 22. Secuencia nucleotídica de los cebadores de PCR y condiciones de amplificación de genes 
relacionados con resistencia a cloranfenicol. 

Cebadores (secuencia 5’→3’) Condiciones de amplificación 
Referencia (Tamaño 

amplicón) 

cmlA 

F: TGTCATTTACGGCATACTCG 
R: ATCAGGCATCCCATTCCCAT 

94ºC     5 min        1 ciclo 
 
94ºC     1 min 
55ºC     1 min      30 ciclos 
72ºC     1 min  
 
72ºC     7 min        1 ciclo 

Sáenz et al. 2004 
455  pb 

floR 

F: CACGTTGAGCCTCTATAT 

R: ATGCAGAAGTAGAACGCG 

94ºC     5min.      1 ciclo 
 
94ºC     30 seg 
55ºC     30 seg.    30 ciclos 
72ºC     1 min 
 
72ºC    5 min.      1 ciclo 

Ng et al. 1999 
868 pb 

catA 

F: GGTGAGCTGGTGATATGG 

R: GGGATTGGCTGAGACGA 

95ºC     3 min        1 ciclo 
 
95ºC     1 min 
48ºC     1 min      30 ciclos 
72ºC     1 min  
 
72ºC     5 min        1 ciclo 

Sunde et al. 
2006. 
209 pb 

catB3 
F: TTTCTGCTCTATCGGGAGTG 

R: TCGAGCCAATACTTGTGCAG 

95ºC     5 min        1 ciclo 
 
95ºC     1 min 
54ºC     1 min      35 ciclos 
72ºC     1 min  
 
72ºC     10 min        1 ciclo 

Ruiz 2011 
2014 

438 pb 

 

5.4. PCRs de genes relacionados con la resistencia a tetraciclina 

 
Tabla 23: Secuencia nucleotídica de los cebadores de PCR y condiciones de amplificación de distintos genes 
de resistencia a tetraciclina. 

Cebadores (secuencia 5’→3’) Condiciones de amplificación 
Referencia 

(Tamaño amplicón) 

tetA 

F: GTAATTCTGAGCACTGTCGC 
R: CTGCCTGGACAACATTGCTT 

95ºC     5 min        1 ciclo 
 
95ºC    30 seg 
62ºC    30 seg      23 ciclos 
72ºC    45 seg  
 
72ºC     7 min        1 ciclo 

Guardabassi et al. 2000 
937  pb 

tetB 

F: CTCAGTATTCCAAGCCTTTG 
R: CTAAGCACTTGTCTCCTGTT 

95ºC     5 min        1 ciclo 
 
95ºC    30 seg 
57ºC    30 seg      25 ciclos 
72ºC    20 seg  
 
72ºC     7 min        1 ciclo 

Guardabassi et al. 2000 
416  pb 
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Tabla 23. (Continuación) 

Cebadores (secuencia 5’→3’) Condiciones de amplificación 
Referencia 

(Tamaño amplicón) 

tetC 

F: TCTAACAATGCGCTCATCGT 
R: GGTTGAAGGCTCTCAAGGGC 

95ºC     5 min        1 ciclo 
 
95ºC    30 seg 
62ºC    30 seg      30 ciclos 
72ºC    30 seg  
 
72ºC     7 min        1 ciclo 

Guardabassi et al. 2000 
570  pb 

tetD 

F: ATTACACTGCTGGACGCGAT 

R: CTGATCAGCAGACAGATTGC 

95ºC     5 min        1 ciclo 
 
95ºC    30 seg 
57ºC    30 seg      25 ciclos 
72ºC    20 seg  
 
72ºC     7 min        1 ciclo 

Guardabassi et al. 2000 
1104  pb 

tetE 

F: GTGATGATGGCACTGGTCAT 

R: CTCTGCTGTACATCGCTCTT 

95ºC     5 min        1 ciclo 
 
95ºC    30 seg 
62ºC    30 seg      23 ciclos 
72ºC    45 seg  
 
72ºC     7 min        1 ciclo 

Guardabassi et al. 2000 
1179  pb 

 

5.5. PCRs de genes relacionados con la resistencia a aminoglucósidos 

 
Tabla 24. Secuencia nucleotídica de los cebadores de PCR y condiciones de amplificación de genes 
relacionados con resistencia a aminoglucósidos. 

Cebadores (secuencia 5’→3’) Condiciones de amplificación 
Referencia  (Tamaño 

amplicón) 

aadA1/2 

F: GCAGCGCAATGACATTCTTG 
R: ATCCTTCGGCGCGATTTTG 

94ºC     5 min        1 ciclo 
 
94ºC     1 min 
60ºC     1 min      35 ciclos 
72ºC     1 min 
 
72ºC     8 min        1 ciclo 

Madsen et al. 2000 
282  pb 

aadA5 

F: CTTCAGTTCGGTGAGTGGC 

R: CAATCGTTGCTTTGGCATAT 

95ºC     5 min.      1 ciclo 
 
 95ºC    1 min. 
54ºC     1 min.    35 ciclos 
72ºC     1 min 
 
72ºC    10 min.      1 ciclo 

Wei et al. 2009 
453 pb 

ant(2") ó aadB 

F: ATGTTACGCAGCAGGGCAGTCG 

R: CGTCAGATCAATATCATCGTGC 

94ºC     5 min       1 ciclo 
 
94ºC     30 seg. 
60ºC     45 seg.    32 ciclos 
72ºC      2 min 
 
72ºC      8 min      1 ciclo 

Vanhoof et al.  1992 
187  pb 

aac(6´)-Ib: 

F: TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA 

R: CTCGAATGCCTGGCGTGTTT 

aac(6’)-Ib-seqa: CGTCACTCCATACATTGCAA 

94ºC     5 min.      1 ciclo 
 
94ºC    45 seg. 
55ºC    45 seg.   34 ciclos 
72ºC    45 seg. 
 
72ºC    8 min.      1 ciclo 

Park et al. 2006 
500 pb 
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Tabla 24. (continuación) 

Cebadores (secuencia 5’→3’) 
Condiciones de amplificación Referencia (Tamaño 

amplicón) 

aac(3)-I 

F: ACCTACTCCCAACATCAGCC 

R: ATATAGATCTCACTACGCGC 

94ºC      5min       1 ciclo 
 
94ºC       30 seg. 
60ºC       45 seg.    32 ciclos 
72ºC        2 min 
 
72ºC        8 min      1 ciclo 

Van de Klundert y 
Vliegenthart, 1993 

169 pb 

aac(3)-II 

F: ACTGTGATGGGATACGCGTC 

R: CTCCGTCAGCGTTTCAGCTA 

94ºC      5min       1 ciclo 
 
94ºC       30seg. 
60ºC       45seg.    32 ciclos 
72ºC        2min 
 
72ºC        8min 

Van de Klundert y 
Vliegenthart, 1993 

237 pb 

aac(3)-IV 

F: CTTCAGGATGGCAAGTTGGT 

R: TCATCTCGTTCTCCGCTCAT 

94ºC      5 min       1 ciclo 
 
94ºC       30 seg. 
60ºC       45 seg.    32 ciclos 
72ºC        2 min 
 
72ºC        8 min      1 ciclo 

Van de Klundert y 
Vliegenthart, 1993 

286 pb 

aph(3’)-Ia 

F: ATGGGCTCGCGATAATGTC 

R: CTCACCGAGGCAGTTCCAT 

94ºC      5 min       1 ciclo 
 
94ºC       30 seg. 
50ºC       30 seg.    30 ciclos 
72ºC        90 seg 
 
72ºC        8 min      1 ciclo 

Maynard et al., 2003 
600 pb 

aph(3’)-IIa 

F: GAACAAGATGGATTGCACGC 

R: GCTCTTCAGCAATATCACGG 

94ºC      5 min       1 ciclo 
 
94ºC       30 seg. 
50ºC       30 seg.    30 ciclos 
72ºC        90 seg 
 
72ºC        8 min      1 ciclo 

Maynard et al., 2003 
680 pb 

aphA15 

F: CCTCGACGAAGTATCTGAAC 

R: TTTCTCGATGCAAGCGCCAG 

94ºC     5 min.      1 ciclo 
 
94ºC     1 min 
55ºC     1 min.    30 ciclos 
68ºC     3 min 
 
68ºC    5 min.      1 ciclo 

Toleman et al 2005 
670 pb 

strA-strB 

F: ATTCTGACTGGTTGCCTGTC 

R:TAGATCGCTTGCTCCTCTT 

 
94ºC     5 min        1 ciclo 
 
94ºC     1 min 
55ºC     1 min       35 ciclos 
65ºC     8 min 
 
72ºC     8 min        1 ciclo 

Curiao et al., 2008 
1562 pb 

a Primer utilizado para la secuenciación  
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5.6. PCRs de genes relacionados con la resistencia a sulfamidas y rifampicina 

 
Tabla 25. Secuencia nucleotídica de los cebadores de PCR y condiciones de amplificación de genes 
relacionados con resistencia a sulfamidas y rifampicina. 

Cebadores (secuencia 5’→3’) Condiciones de amplificación 
Referencia  (Tamaño 

amplicón) 

sul1 

F: TGGTGACGGTGTTCGGCATTC 
R:GCGAGGGTTTCCGAGAAGGTG 

94ºC    5 min       1 ciclo 
 
94ºC    30 seg 
63ºC    30 seg    30 ciclos 
72ºC    1 min 
 
72ºC    8 min       1 ciclo 

Mazel et al., 2000 
789  pb 

sul2 

F: CGGCATCGTCAACATAACC 

R: GTGTGCGGATGAAGTCAG 

94ºC    5 min       1 ciclo 
 
94ºC    30 seg 
50ºC    30 seg    30 ciclos 
72ºC    1,5 min 
 
72ºC    8 min       1 ciclo 

Maynard et al., 2003 
722 pb 

sul3 

F: GAGCAAGATTTTTGGAATCG 

R:CATCTGCAGCTAACCTAGGGCTTTGGA 

94ºC    5 min       1 ciclo 
 
94ºC    1 min 
51ºC    1 min     30 ciclos 
72ºC    1 min 
 
72ºC    5 min       1 ciclo 

Perreten y Boerlin, 
2003 

792  pb 

arr3 

F: GGTGCAAGGACCGTTCTATC 

R: AACGCCAACAATTCTCAAGG 

95ºC     5 min.      1 ciclo 
 
 95ºC     1 min. 
55ºC     1 min.    35 ciclos 
72ºC     1 min 
 
72ºC    10 min.      1 ciclo 

Ruíz 2011. 

309 pb 

 

5.7. PCRs genes de resistencia a quinolonas 

 
Tabla 26. Secuencia nucleotídica de los cebadores de PCR y condiciones de amplificación de genes 
relacionados con resistencia a quinolonas. 

Cebadores (secuencia 5’→3’) Condiciones de amplificación 
Referencia (Tamaño 

amplicón) 
qnrA 
F: AGAGGATTTCTCACGCCAGG 
R: TGCCAGGCACAGATCTTGAC 

95ºC     5 min        1 ciclo 
 
95ºC     1 min 
55ºC     1 min      40 ciclos 
72ºC     1 min 
 
72ºC     7 min        1 ciclo 

Cattoir et al., 2007 
580 pb 

qnrBnew 
F: GATCGTGAAAGCCAGAAAGG 

R: ACGATGCCTGGTAGTTGTCC 

 

94ºC     5 min        1 ciclo 
 
94ºC     45 seg 
53ºC     45 seg      30 ciclos 
72ºC     1 min 
 
72ºC     7 min        1 ciclo 

Wang et al., 2008 
469  pb 
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Tabla 26. (Continuación) 

Cebadores (secuencia 5’→3’) Condiciones de amplificación Referencia  (Tamaño 
amplicón) 

qnrC 

F: GGGTTGTACATTTATTGAATCG 

R: CACCTACCCATTTATTTTCA 

95ºC     5 min        1 ciclo 
 
95ºC     1 min 
55ºC     1 min      35 ciclos 
72ºC     1 min 
 
72ºC     7 min        1 ciclo 

Kim et al., 2009 
307 pb 

qnrD 

F: CGAGATCAATTTACGGGGAATA 

R: AACAAGCTGAAGCGCCTG 

95ºC     5 min        1 ciclo 
 
95ºC     1 min 
55ºC     1 min      35 ciclos 
72ºC     1 min 
 
72ºC     7 min        1 ciclo 

Cavaco et al. 2009  
581 pb 

qnrS 
F: GCAAGTTCATTGAACAGGGT 

R: TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG 

95ºC     5 min        1 ciclo 
 
95ºC     1 min 
55ºC     1 min      35 ciclos 
72ºC     1 min 
 
72ºC     7 min        1 ciclo 

Cattoir et al., 2007 
550 pb 

qepA 
F: GCAGGTCCAGCAGCGGGTAG 

R: GGACATCTACGGCTTCTTCG 

96ºC     5 min        1 ciclo 
 
96ºC     1 min 
60ºC     1 min      30 ciclos 
72ºC     1 min 
 
72ºC     5 min        1 ciclo 

Rocha-gracia et al. 
2010 

617  pb 

oqxA 
F: CTCGGCGCGATGATGCT 

R: CCACTCTTCACGGGAGACGA 

94ºC     5 min        1 ciclo 
 
94ºC     15 seg 
45ºC     30 seg      35 ciclos 
72ºC     1 min 
 
72ºC     7 min        1 ciclo 

Kim et al., 2009b 
392  pb 

oqxB 
F: TTCTCCCCCGGCGGGAAGTAC 

R: CTCGGCCATTTTGGCGCGTA 

94ºC     5 min        1 ciclo 
 
94ºC     45 seg 
64ºC     45 seg      32 ciclos 
72ºC     1 min 
 
72ºC     7 min        1 ciclo 

Kim et al., 2009b 
512  pb 

gyrA-E. coli y Citrobacter: 

F: TACACCGGTCAACATTGAGG 

R: TTAATGATTGCCGCCGTCGG 

95ºC     3 min        1 ciclo 
 
95ºC    1 min 
60ºC     1 min     30 ciclos 
72ºC     2 min 
 
72ºC     5 min        1 ciclo 

Oram and Fisher, 
1991 

648 pb 
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Tabla 26. (Continuación) 

Cebadores (secuencia 5’→3’) Condiciones de amplificación Referencia  (Tamaño 
amplicón) 

parC-E. coli 

F: AAACCTGTTCAGCGCCGCATT 

R: GTGGTGCCGTTAAGCAAA 

94ºC     3 min        1 ciclo 
 
94ºC     1min 
55ºC     1min      30 ciclos 
72ºC     1 min 
 
72ºC     3 min        1 ciclo 

Vila et al., 1996 
395 pb 

gyrB-E. coli 

F: CTCCTCCCAGACCAAAGACA 

R: TCACGACCGATACCACAGCC 

94ºC     3 min        1 ciclo 
 
94ºC     1min 
55ºC     1min      32 ciclos 
72ºC     1min 
 
74ºC     3 min        1 ciclo 

Vila et al., 1994 
447 pb 

parC-Citrobacter 

F: AAACCTGTTCAGCGCCGCATT 

R: CATCGCCGCGAACGATTCGG 

94ºC     3 min        1 ciclo 
 
94ºC     1min 
55ºC    1min      30 ciclos 
72ºC     1 min 
 
72ºC     3 min        1 ciclo 

Navia et al., 1999 
240 pb 

 

 
Tabla 27. Secuencia nucleotídica de los cebadores de PCR para el estudio de entornos de qnrB. 

Cebadores (secuencia 5’→3’) Condiciones de amplificación Referencia (Tamaño 
amplicón) 

QnrB-psp2: AAATTTAAYCAGAAAAAAGC  
QnrBnew-R: CGATGCCTGGTAGTTGTCC 

94ºC     5 min        1 ciclo 
 
94ºC     45 seg 
55ºC     45 seg      30 ciclos 
72ºC     1 min 
 
72ºC     7 min        1 ciclo 

Jacoby et al., 2011 
787 pb 

 
QnrB-psp2: AAATTTAAYCAGAAAAAAGC  
QnrB-sc3: GCTSARGAGAACAGCTATAC 
  
QnrBnew-F: GATCGTGAAAGCCAGAAAGG 
SapAR-F: GCAGCAGCCTGACCACTC 
 
QnrB-psp2: AAATTTAAYCAGAAAAAAGC  
QnrBds2: AAGAGTGGAAAATTTCCACA 
 
QnrB-psp2: AAATTTAAYCAGAAAAAAGC  
QnrB-ds3: ATGGCTGAAGTTGAGATTAT 
 

94ºC     5 min        1 ciclo 
 
94ºC     1 min 
55ºC     1 min      35 ciclos 
65ºC     8 min 
 
72ºC     8 min        1 ciclo ciclo 

Jacoby et al., 2011 
Tamaños variablesa 

a Se utilizaron las diferentes combinaciones de cebadores para determinar los entornos existentes. 
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5.8. PCRs estudio integrones 

 

Tabla 28. Secuencia nucleotídica de los cebadores de PCR para el estudio de integrones y condiciones de la 
amplificación. 

Cebadores (secuencia 5’→3’) Condiciones de amplificación 
Referencia  (Tamaño 

amplicón) 

intI1  

F. GGGTCAAGGATCTGGATTTCG 
R: ACATGGGTGTAAATCATCGTC 

94ºC     5 min        1 ciclo 
 
94ºC    30 seg 
62ºC    30 seg      30 ciclos 
72ºC     1 min 
 
72ºC     8 min        1 ciclo 

Mazel et al. 2000 
483  pb 

intI2  

F: CACGGATATGCGACAAAAAGGT 
R:GTAGCAAACGAGTGACGAAATG 

94ºC     5 min        1 ciclo 
 
94ºC    30 seg 
62ºC    30 seg      30 ciclos 
72ºC     1 min 
 
72ºC     8 min        1 ciclo 

Mazel et al. 2000 
788  pb 

intI3 

F: GCCTCCGGCAGCGACTTTCAG 

R: ACGGATCTGCCAAACCTGACT 

94ºC     5 min      1 ciclo 
 
94ºC     30 seg. 
62ºC     30 seg.    30 ciclos 
72ºC     1 min. 
 
72ºC     8 min.     1 ciclo 

Mazel et al. 2000 
979 pb 

Región variable integrón clase 1 

F: GGCATCCAAGCAGCAAG 
R. AAGCAGACTTGACCTGA 

94ºC     5 min        1 ciclo 
 
94ºC     1 min 
55ºC     1 min      35 ciclos 
65ºC     8 min 
 
72ºC     8 min        1 ciclo 

Levesque et al. 1993 
(tamaño variable) 

Región variable integrón clase 2 

F: CGGGATCCCGGACGGCATGCACGATTTGTA
R: GATGCCATCGCAAGTACGAG 

94ºC     5 min        1 ciclo 
 
94ºC     1 min 
60ºC     1 min      35 ciclos 
72ºC     6 min 
 
72ºC     8 min        1 ciclo 

White et al. 2001 
(tamaño variable) 

qacEΔ1+ sul1 

F: GGCTGGCTTTTTCTTGTTATCG 
R: GCGAGGGTTTCCGAGAAGGTG 

94ºC     5 min        1 ciclo 
 
94ºC    30 seg 
62ºC    30 seg      30 ciclos 
72ºC     1 min 
 
72ºC     8 min        1 ciclo 

Sáenz 2004 
(tesis doctoral) 

1125 pb 
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5.9. Genes de virulencia 

 
Tabla 29. Secuencia nucleotídica de los cebadores de PCR y condiciones para la detección de genes de 
virulencia en E. coli. 

Cebadores (secuencia 5’→3’) Condiciones de amplificación 
Referencia  (Tamaño 

amplicón) 

eae 
F: CATTATGGAACGGCAGGT 
R: ATCTTCTGCGTACTGCGTTCA 

94ºC     3 min        1 ciclo 
 
94ºC    1 min 
55ºC    1 min seg      30 ciclos 
72ºC     1 min 
 

72ºC     5 min        1 ciclo 

Beaudry et al. 1996 

790 pb 

papC 

F: GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG 
R: ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA 

Ruiz et al. 2002 

328 pb  

hly 

F: AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT 

R: ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA 

Ruiz et al. 2002 

1177 pb 

papGIII 

F: CATTTATCGTCCTCCTCAACTTAG 
R: AAGAAGGGATTTTGTAGCGTC 

Ruiz et al. 2002 
482 pb 

fimA 

F: GTTGTTCTGTCGGCTCTGTC 

R: ATGGTGTTGGTTCCGTTATTC 

Ruiz et al. 2002 
447 pb 

stx1 

F: CTGGATTTAATGTCGCATAGTG 

R: AGAACGCCCACTGAGATCATC 

Contreras et al. 2011 
150 pb 

stx2 

F: GGCACTGTCTGAAACTGCTCC 

R: TCGCCAGTTATCTGACATTCTG 

Contreras et al. 2011 
255 pb 

bfp 

F: CACAAGATACAACAAACAAAAA 

R: TTCAGCAGGAGTAAAAGCAGTC 

Ruiz et al. 2002 
260 pb 

hlyA1 

F: GGTGCAGCAGAAAAAGTTGTAG 

R: TCTCGCCTGATAGTGTTTGGTA 94ºC     3 min        1 ciclo 
 
94ºC    1 min 
63ºC    1 min       30 ciclos 
72ºC     1 min 
 

72ºC     3 min        1 ciclo 

Contreras et al. 2011 
1551 pb 

aer 
F: TACCGGATTGTCATATGCAGACCGT 

R: AATATCTTCCTCCAGTCCGGAGAAG 

Ruiz et al. 2002 
602 pb 

cnf1 
F: AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG 

R: CATTCAGAGTCCTGCCCTCATTATT 

Ruiz et al. 2002 
498 pb 
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Tabla 29. (Continuación) 

Cebadores (secuencia 5’→3’) Condiciones de amplificación 
Referencia  (Tamaño 

amplicón) 

rfbO25b O type 
F: ATACCGACGACGCCGATCTG 

R: TGCTATTCATTATGCGCAGC 

95ºC     3 min        1 ciclo 
 
95ºC    1 min 
55ºC    1 min seg      35 ciclos 
72ºC     1 min 
 

72ºC     5 min        1 ciclo 

Clermont et al. 2008 
300 pb 

 

6. Electroforesis en geles de agarosa 

 

Para visualizar los fragmentos amplificados por PCR se utilizó la electroforesis horizontal en 

geles de agarosa. Se trata de una técnica de rutina en laboratorios de biología molecular que 

gracias a la acción de un campo eléctrico, permite separar fragmentos de DNA de distinto 

tamaño.  

Para preparar el gel, se utilizó agarosa D-1 (Pronadisa, Conda) en concentraciones que 

variaban entre 0,8 y 2% m/v en función del tamaño de las bandas esperadas y tampón TBE 1X 

(TBE 5 X: 54 g/L Tris (hidroximetil) aminometano (Panreac); 27,5 g/L ácido bórico (Panreac); 20 ml 

EDTA 0,5 M, pH 8, (Panreac)). Toda la mezcla se calentó hasta la total disolución de los 

componentes y se vertió en un molde con un peine para la formación de los pocillos 

correspondientes donde cargar las muestras. 

Una vez solidificado el gel se introdujo en la cubeta de electroforesis con tampón TBE 1 X y 

se cargó cada pocillo con la mezcla de 10 μl del producto de PCR y 3 μl de tampón de carga (40 % 

(m/v) (sacarosa (Panreac); 0.25 % (m/v) azul de bromofenol (Panreac); 0.25 % (m/v) xileno de 

cianol (Sigma)). Además se utilizó un marcador de tamaño molecular de entre los siguientes: 

“Hyperladder I, III y IV” (Bioline) y “100 bp DNA ladder H3 RTU” (Nippon Genetics Europe GmbH) 

dependiendo del tamaño del amplicón buscado. A continuación se sometió a un campo eléctrico 

de 130 V durante 45 minutos (en los geles de mayor porcentaje de agarosa o en los que era 

necesaria una mayor resolución se sometieron al proceso durante mayor tiempo, siempre 

controlando que el frente no se saliera del gel de agarosa). 

Para poder visualizar los fragmentos de DNA se sumergió el gel en una solución de bromuro 

de etidio en agua (0,5 mg/L). Por último, se visualizó el gel con luz ultravioleta y se fotografió con 

el captador de imágenes Gel Doc XR (Bio-Rad). 
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7. Secuenciación 

 

En este trabajo se ha empleado la secuenciación para la identificación bacteriana, la 

identificación de diferentes genes de resistencia y sus entornos y sobre todo para el análisis de 

mutaciones y polimorfismos en los genes codificantes de beta-lactamasas de clase AmpC. Esta 

secuenciación se llevó a cabo por el servicio de secuenciación del Centro de Investigación 

Biomédica de La Rioja con el secuenciador ABI 3130 XL y por el servicio de Genome Express (Reino 

Unido) a los que se remitieron los productos de PCR obtenidos. Algunos amplicones requerían un 

paso previo de purificación de banda a partir del gel de agarosa empleando el kit QIAquick GEL 

extraction (Qiagen). Para la purificación se cargó todo el volumen de la muestra en un gel de 

agarosa al 0,8 % y se recortó el gel intentando ajustarse al máximo a la banda para evitar el 

exceso de agarosa; se siguió el protocolo descrito por el fabricante y se visualizó el resultado final 

en un gel de agarosa para comprobar que el proceso había dado un resultado positivo. 

Durante la estancia en el Hospital Universitario de Amiens Sur se realizaron también las 

reacciones de secuenciación tal y como se detallan a continuación: 

7.1. Reacción de secuenciación y purificación 

 

Se utilizó el Kit comercial BIGDYE® Terminator v.3.1. (Applied BiosystemsTM) y se siguieron 

las instrucciones del fabricante. Para ello se tomaron 4 µl del MIX comercial, 2 µl del tampón, 4 µl 

del primer a 1 µM, 7 µl de H2O y 3 µl del DNA purificado previamente con el kit comercial 

QIAquick PCR (Qiagen). (Cuando se trataba de DNA obtenido de la extracción plasmídica se 

consideraba que el producto ya poseía suficiente pureza). La reacción de secuenciación se llevó a 

cabo durante 25 ciclos de: 96ºC-10 seg; 52ºC-60 seg; 60ºC-4 min. 

Finalmente, para la eliminación de terminadores del producto obtenido de la reacción de 

secuenciación se utilizó el Kit comercial DyeEx 2.0 Spin (Qiagen) y se siguieron las instrucciones 

del fabricante (centrifugación de la columna a 2700 rpm durante 3 minutos, adición del contenido 

a purificar sobre el gel de la columna, segunda centrifugación en las mismas condiciones). 

El producto final se llevó al servicio de secuenciación del Hospital Universitario de Amiens 

Sur para su secuenciación. 
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7.2. Análisis de las secuencias 

 

Las secuencias obtenidas se analizaron empleando el software Chromas 1.51 (32bit). Se 

utilizaron herramientas informáticas para el tratamiento de las secuencias 

(http://www.attotron.com/cybertory/analysis/seqMassager.htm). Se realizaron las secuencias 

consenso utilizando la web del Laboratorio Europeo de Biología Molecular (EMBL, European 

Molecular Biology Laboratory) del Instituto Europeo de Bioinformática (EBI; European 

Bioinformatics Institute) (http://www.ebi.ac.uk) y se compararon con la base de datos de genes 

GenBank utilizando la herramienta Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Para la 

traducción a aminoácidos se utilizó la herramienta Transeq de la web del EMBL-EBI. Las 

secuencias aminoacídicas y nucleotídicas fueron comparadas mediante la herramienta ClustalW2 

de la web del EMBL-EBI. 

 

8. Tipificación molecular 

 

8.1. Electroforesis en campos pulsados (PFGE, Pulsed Field Gel 

Electrophoresis)  

 

El protocolo utilizado fue el propuesto por R. K. Gautom (1997) modificado brevemente. 

Este protocolo se utiliza para el estudio de la relación clonal de bacterias gram negativas.  

Preparación de los insertos: A partir de un cultivo puro de 24 h en placa de agar BHI, se 

realizó una suspensión en 3 ml de buffer SE (75 mM NaCl; 25 mM EDTA, pH 8) hasta conseguir 

una absorbancia de 1,5-1,7 a 610 nm. Se preparó agarosa (Chromosomal Grade Agarose, BioRad) 

al 1,5 % en buffer TE (10 mM Tris-HCl pH 8 y 1 mM EDTA pH 8) y se mantuvo a 56ºC con agitación. 

Se mezclaron 0,5 ml de la suspensión bacteriana con 0,5 ml de agarosa y se distribuyó en los 

moldes. Se dejó solidificar unos minutos en la nevera. 

Lisis bacteriana: Se añadieron 3 ml del buffer de lisis (50 mM Tris; 50 mM EDTA; 1 % 

sarcosil; 0,1 mg/ml proteinasa K, pH 8) a cada inserto y se dejó incubar durante 2 h en un baño de 

agua con agitación a 56ºC.  

Lavados de los insertos: Tras eliminar el buffer de lisis, los siguientes lavados se realizaron 

en el baño con agitación a 56ºC durante diez minutos cada uno. Se realizaron 3 lavados con 10 ml 
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de agua destilada estéril, dos lavados con 10 ml de TE y un último lavado con TE a temperatura 

ambiente. Los insertos se conservaron a 4ºC hasta su utilización. 

Digestión enzimática Para la digestión se empleó la mitad de un inserto de cada cepa en 

estudio. El volumen final del buffer de digestión y la enzima fue de 100 µl por tubo. A 

continuación se resumen la cantidad de buffer y enzima empleada para cada inserto y las 

condiciones de incubación del enzima: 

XbaI (20000 U/ml) (NewEngland, BioLabs): Cantidades por inserto: 40 unidades de enzima, 

BSA al 0,01 %, el volumen necesario del tampón del enzima y agua destilada estéril hasta 

completar los 100 µl. Se incubó durante 6 h a 37ºC en baño con agitación.  

Preparación del gel de agarosa (Pulsed Field Certified Agarose, BioRad): Se disolvió agarosa 

al 1,2 % en TBE 0,5 X. Se vertió la agarosa fundida en el molde para hacer el gel, preparado y 

nivelado previamente con el peine correspondiente y se dejó solidificar a temperatura ambiente. 

Se rellenaron los pocillos con los insertos dejando el primero y último de los mismos para el 

marcador de tamaño (Lambda Ladder PFG Marker de BioLabs, New England) y se sellaron con 

agarosa a 50ºC. 

Electroforesis: Se realizó en una cubeta de electroforesis de campos pulsados CHEF-DR II 

(Bio-Rad) con 2 L de TBE 0,5 X suplementado con tiourea 75 µM. 

Las condiciones de electroforesis para el enzima fueron las siguientes: 

• Rampa lineal pulsada 5-50 seg durante 23 horas a 14ºC con un ángulo de 120º y a 6 V/cm. 

Tinción del gel y visualización: Se tiñó el gel en una solución acuosa de 200 ml de bromuro 

de etidio (20 µl/200 ml) durante 10 minutos. Se visualizó el gel en un transiluminador ultravioleta 

y se fotografió con el captador de imágenes. El gel se destiñó en agua miliQ. Para la comparación 

de los diferentes patrones obtenidos se utilizó el software GelCompar 6.5 (Applied Maths, 

Kortrijk, Belgium). 

 

8.2. Repetitive Extragenic Palindromic PCR (REP-PCR). 

 
La REP-PCR es una técnica en la que se utilizan cebadores diseñados en base a secuencias 

cromosómicas repetidas. Estas secuencias están presentes en diferentes localizaciones a lo largo 

del cromosoma bacteriano. Cuando dos de estas secuencias están situadas lo suficientemente 
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cerca, el fragmento de DNA que hay entre ambas es amplificado. Dado que el número y 

localización de estas secuencias repetidas es variable entre cepas, el número y tamaño de los 

fragmentos también lo es; por lo que se obtiene un patrón de bandas característico para cada 

cepa, de un modo similar a los patrones obtenidos del PFGE. 

Para la realización de la REP-PCR se utilizaron los cebadores y condiciones de la tabla 30. 

Los amplicones fueron sometidos a electroforesis durante 2 h a 96 V y se visualizaron en geles de 

agarosa al 2 %. Se cargaron 20 µl de muestra. 

Tabla 30. Cebadores de PCR utilizados en el estudio de la relación clonal y condiciones de amplificación. 

Cebadores (secuencia 5’�3’) Condiciones amplificación Referencia 

REP-PCR* 
F: IIIGCGCCGICATCAGGC 
R: ACGTCTTATCAGGCCTAC 
 

94ºC     3 min        1 ciclo 
 
94ºC     1 min 
40ºC     1 min      30 ciclos 
65ºC     8 min 
 
72ºC     15 min        1 ciclo 

Versalovic et al., 1991 

* I= desoxiinosina 

 

8.3. Multilocus Sequence Typing (MLST) 

 
La técnica de MLST ha sido desarrollada y diseñada para identificar clones o líneas clonales 

en poblaciones bacterianas, por lo que se considera un marcador molecular de aplicación en 

epidemiología global tanto a corto como a largo plazo.  

El análisis se basa en la secuenciación nucleotídica de fragmentos internos de genes 

denominados “housekeeping” que codifican enzimas metabólicas consideradas estables en cada 

género bacteriano.  

Para el tipado de E. coli mediante MLST se realizaron PCRs de los siete genes 

“housekeeping” seguidas de secuenciación y obteniendo los diferentes alelos. Una vez obtenida 

esa combinación de alelos se comparó con la base de datos 

http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli donde se obtuvo la secuencia tipo, ST, a la que 

pertenecían. Los cebadores y condiciones utilizadas así como los tamaños de amplicones 

buscados se representan en la tabla 31. 
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Tabla 31: Secuencia nucleotídica de los cebadores y condiciones de amplificación de los 7 genes 
“housekeeping” para el tipificado por MLST de E. colia. 

Cebadores (secuencia 5’→3’) 
Condiciones de 
amplificación 

Referencia 
(Tamaño amplicón) 

adk 

F: ATTCTGCTTGGCGCTCCGGG 

R: CCGTCAACTTTCGCGTATTT 

95ºC     3 min        1 ciclo 
 
95ºC    1 min 
60ºC     1 min     30 ciclos 
72ºC     2 min 
 
72ºC     5 min        1 ciclo 

Tartof et al. 2005 
adk:583 pb 
fumC: 806 pb 
icd: 878 pb 
purA: 816 pb 
gyrB: 880 pb 
recA:734 pb 
mdh:932 pb 

fumC 

F: TCACAGGTCGCCAGCGCTTC 

R: GTACGCAGCGAAAAAGATTC 

icd 

F: ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACA 

R: GGACGCAGCAGGATCTGTT 

purA 

F: CGCGCTGATGAAAGAGATGA 

R: CATACGGTAAGCCACGCAGA 

gyrB 

F: TCGGCGACACGGATGACGGC 

R: ATCAGGCCTTCACGCGCATC 

recA 

F: CGCATTCGCTTTACCCTGACC 

R: TCGTCGAAATCTACGGACCGGA 

mdhb 

F: ATGAAAGTCGCAGTCCTCGGCGCTGCTGGCGG 

R: TTAACGAACTCCTGCCCCAGAGCGATATCTTTCTT 

aAquellas PCRs cuyo amplicón no resultó de la calidad esperada fueron repetidas utilizando Inmolasa-DNA 
polimerasa (Bioline) en lugar de Bio-Taq polimerasa (Bioline).  
bPara la secuenciación de este gen se utilizaron los primers: mdh-seq-F:TCTGGTGAAGATGCGACTCC y 
mdh-seq-R:CCCAGGGCGATATCTTTCTT. 
 

8.4. Grupo filogenético 

 
La clasificación de las cepas de E. coli en los distintos grupos filogenéticos (A, B1, B2 y D) se 

realizó mediante la técnica descrita por Clermont y colaboradores en el año 2000, que consiste en 

la detección por PCR de los genes chuA e yjaA, así como del fragmento de DNA TSPE4.C2 
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empleando los cebadores señalados en la tabla 32 y siguiendo el árbol de decisión mostrado en la 

figura 39 (Clermont et al., 2000). 

 
Tabla 32. Secuencia nucleotídica de los cebadores y condiciones de amplificación para el estudio 
filogenético de E. coli. 

Cebadores (secuencia 5’→3’) Condiciones de amplificación 
Referencia (Tamaño 

amplicón) 

chuA: 
F: GACGAACCAACGGTCAGGAT 
R: TGCCGCCAGTACCAAAGACA 

94ºC     5 min        1 ciclo 
 
94ºC    30 seg 
55ºC     30 seg      30 ciclos 
72ºC     30 seg 
 
72ºC     7 min        1 ciclo 

Clermont et al. 2000 
272 pb 

yjaA: 

F: TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 

R: ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC 

94ºC     5 min.      1 ciclo 
 
 94ºC    30 seg. 
 52ºC    30 seg.  32 ciclos 
 72ºC    1 min. 
 
 72ºC    5 min.      1 ciclo 

Clermont et al. 2000 
211 pb 

tspE4C2 

F: GAGTAATGTCGGGGCATTCA 

R: CGCGCCAACAAAGTATTACG 

94ºC     5 min        1 ciclo 
 
94ºC    30 seg 
55ºC     30seg      30 ciclos 
72ºC     30 seg 
 
72ºC     7 min        1 ciclo 

Clermont et al. 2000 
152 pb 

 

 

Figura 39. Árbol de decisión para la determinación del grupo filogenético (Clermont et al., 2000). 
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9. Estudio plasmídico 

 

9.1. Extracción del DNA plasmídico 

 
Para la extracción del DNA plasmídico se utilizó el Kit “Qiagen plasmid purification midi kit” 

(Qiagen). El procedimiento llevado a cabo con este kit fue el siguiente: 

Se inoculó una colonia de la cepa a extraer en 50 ml de caldo LB y se incubó durante toda la 

noche a 37ºC en agitación. Se centrifugó todo el cultivo a 6.000 x g durante 15 min a 4ºC. Se 

eliminó el sobrenadante y se resuspendió el precipitado con 4 ml de tampón P1 (conservado a 

4ºC). Se añadieron 4 ml de tampón de lisis P2 y se mantuvo a temperatura ambiente durante un 

tiempo máximo de 5 min. Se añadieron 4 ml de tampón de neutralización P3, se mezcló 4-6 veces 

invirtiendo el tubo y se dejó en hielo durante 15 min. Se centrifugó a 20.000 x g durante 30 min a 

4ºC. Paralelamente, se equilibraron las columnas haciendo pasar por ellas 4 ml de tampón QBT. 

Se vertió el sobrenadante obtenido de la centrifugación por las columnas filtrándolo con gasas 

estériles. Se realizaron dos lavados con 10 ml de tampón QC. Se eluyó el contenido de DNA con 

5 ml de tampón QF. En 6 tubos eppendorf se mezclaron 1/6 del volumen de DNA eluído con 0.7 

volúmenes de isopropanol. Se centrifugaron los tubos a 13.000 rpm durante 30 min a 4ºC. Se 

eliminó el sobrenadante, se añadieron 0.4 volúmenes de etanol al 70% y se centrifugó a 

13.000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente. Se eliminó de nuevo el sobrenadante por 

decantación y se dejó secar a 37ºC para eliminar los restos de etanol. Se añadieron 30 μl de agua 

miliQ al primer tubo y se fue transfiriendo la solución de un eppendorf a otro para recoger todo el 

DNA extraído. Finalmente, se dejaron todos los tubos durante la noche a 4ºC para que se 

resuspendieran y se repitió la operación al día siguiente transfiriendo el contenido de tubo a tubo 

en orden inverso al día anterior. Se conservó el tubo con el total de DNA plasmídico extraído a 

-20ºC. 

9.2. PCRs para el tipado de plásmidos “PCR-BASED REPLICON TYPING” (PBRT). 

 
Para el tipado de plásmidos se utilizó el método “PCR-based replicon typing” (PBRT) 

descrito inicialmente por Carattoli y colaboradores en 2005. Este método de tipado de plásmidos 

por PCR se basa en amplificar replicones de plásmidos de la mayoría de los grupos de 

incompatibilidad de enterobacterias, diseñando ocho parejas de cebadores agrupadas en cinco 

PCRs múltiples y tres PCR simples. Los componentes y cantidades empleadas para un volumen 

final de 25 µl en cada tubo de reacción se presentan en la tabla 33.  
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Tabla 33. Reactivos/compuestos y cantidades añadidas al realizar PCRs. 

aEn las PCRs múltiple se añadieron tres parejas de cebadores. 
 

En todas las reacciones se incluyeron un control negativo sin DNA y su volumen se ajustó 

a 25 µL con agua miliQ estéril. También se incluyeron controles positivos para cada grupo de 

incompatibilidad (HI1, HI2, I1, X, L/M, N, FIA, FIB, W, Y, P, FIC, A/C, T, FIIAs, F, K, B/O), 

proporcionados por la Dra. Alessandra Carattoli (“Istituto Superiore di Sanitá”-Roma, Italia). Las 

secuencias de los cebadores, las condiciones de amplificación y el tamaño de los fragmentos de 

DNA amplificado estudiados en cada uno de los casos, se describen en la tabla 34. Entre los 

cebadores utilizados se encuentran los descritos inicialmente por Carattoli et al. (2005), así como 

los cebadores modificados o nuevos, descritos por García-Fernández et al. (2009) y Villa et al. 

(2010).  

Tabla 34. Cebadores utilizados en  PBRT para el estudio de plásmidos y condiciones de amplificación 
(Carattoli et al., 2005; García-Fernández et al., 2009; Villa et al., 2010). 

Tipo de replicón Cebadores (5’�3’) Tamaño amplicón 

HI1a 
F: GGAGCGATGGATTACTTCAGTAC 
R: TGCCGTTTCACCTCGTGAG 

471  pb 

HI2a 
F: TTTCTCCTGAGTCACCTGTTAACAC 
R: GGCTCACTACCGTTGTCATCCTT 

644  pb 

I1a 
F: CGAAAGCCGGACGGCAGAA 
R: TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT 

139  pb 

Xb 
F: AACCTTAGAGGCTATTTAAGTTGCTGAT 
R: TGAGAGTCAATTTTTATCTCATGTTTTAGC 

376  pb 

L/M b 
F: GGATGAAAACTATCAGCATCTGAAG 
R: CTGCAGGGGCGATTCTTTAGG 

785  pb 

Nb 
F: GTCTAACGAGCTTACCGAAG 
R: GTTTCAACTCTGCCAAGTTC 

559  pb 

Wc 
F: CCTAAGAACAACAAAGCCCCCG 
R: GGTGCGCGGCATAGAACCGT 

242  pb 

Yd 
F: AATTCAAACAACACTGTGCAGCCTG 
R: GCGAGAATGGACGATTACAAAACTTT 

765  pb 

Componentesa 
Concentración 

stock 
Volumen por 

tubo 
Concentración final 

de reacción 

Cebador forward (Sigma Aldrich)a 50 μM 0,5 μl 1 μM 
Cebador reverse (Sigma Aldrich)a 50 μM 0,5 μl 1 μM 
Tampón de reacción NH4 (Bioline) 10 X 2,5 μl 1X 
MgCl2 (Bioline) 50 mM 0,75 μl 1,5 mM 
dNTPs (Bioline) 10 mM 0,5 μl 0,2 mM 
BioTaq DNA polimerasa (Bioline) 5 U/μl 0,3 μl 0,06 U/μl 
DNA --- 5 μl --- 

Agua miliQ estéril --- Hasta 25 μl --- 
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Tabla 34. (Continuación). 

Tipo de replicón Cebadores (5’�3’) Tamaño amplicón 

Pd 
F: CTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAA 
R: TCACGCGCCAGGGCGCAGCC 

534  pb 

FIAc 
F: CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG 
R: GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG 

462  pb 

FIBc 
F: GGAGTTCTGACACACGATTTTCTG 
R: CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT 

702  pb 

FIB (new) 
F: TCTGTTTATTCTTTTACTGTCCAC 
R: CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT 

683  pb 

FIB (Salmonella) 
F: TGCTTTTATTCTTAAACTATCCAC 
R: CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT 

683  pb 

FICd 
F: GTGAACTGGCAGATGAGGAAGG 
R: TTCTCCTCGTCGCCAAACTAGAT 

262  pb 

FIIse 
F: CTGTCGTAAGCTGATGGC 
R: CTCTGCCACAAACTTCAGC 

270  pb 

FII (new) 
F: CTGATCGTTTAAGGAATTTT 
R: CACACCATCCTGCACTTA 

258-262  pbf 

FIIS (Salmonella) 
F: CTAAAGAATTTTGATGGCTGGC 
R: CAGTCACTTCTGCCTGCAC 

259-260  pbf 

FIIY (Yersinia) 
F: TGGYAGGGAACTGGTTCTG 
R: GTRAGTCACACCTTCCCGC 

227  pb 

FIIK (Klebsiella) 
F: TCTTCTTCAATCTTGGCGGA 
R: GCTTATGTTGCACRGAAGGA 

142-148  pbf 

Fre pb
g 

F: TGATCGTTTAAGGAATTTTG 
R: GAAGATCAGTCACACCATCC 

270  pb 

A/Ce 
F: GAGAACCAAAGACAAAGACCTGGA 
R: ACGACAAACCTGAATTGCCTCCTT 

465  pb 

Te 
F: TTGGCCTGTTTGTGCCTAAACCAT 
R: CGTTGATTACACTTAGCTTTGGAC 

750  pb 

K 
F:  GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC 
R: TCTTTCACGAGCCCGCCAAA 

160  pb 

B/O 
F: GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC 
R: TCTGCGTTCCGCCAAGTTCGA 

159  pb 

U 
F: TCACGACACAAGCGCAAGGG 
R: TCATGGTACATCTGGGCGC 

843  pb 

R 
F: TCGCTTCATTCCTGCTTCAGC 
R: GTGTGCTGTGGTTATGCCTCA 

251  pb 

oricolETP 
F: GTTCGTGCATACAGTCCA 
R: GGCGAAACCCGACAGGACT 

187  pb 

oricolETp 
F: GTTCGTGCATACAGTCCA 
R: GGTTTACCGGTGTCATTCC 

106  pb 

Condiciones de amplificación: desnaturalización inicial (94ºC, 5 min); 30 ciclos (94ºC, 1 min; 60ºC, 30 seg y 
72ºC, 1 min) y elongación final (72ºC, 5 min). 
aMúltiple 1; bMúltiple 2; cMúltiple 3; dMúltiple 4; eMúltiple 5; fTamaño de amplicón variable. gLa 
temperatura de hibridación para esta PCR fue de 52ºC. 
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En las cepas en las que se detectaron plásmidos de tipo IncI1, se realizó el subtipado de los 

mismos según el esquema propuesto por García-Fernández y colaboradores en 2008 mediante 

“plasmid Multilocus Sequence Typing” (pMLST). Dicho método consiste en la amplificación y 

secuenciación de los diferentes multirreplicones portados por los plásmidos (Tabla 35). Cada uno 

de ellos fue analizado mediante la aplicación online http://pubmlst.org/plasmid/, la cual permite 

asignar a cada uno de los diferentes replicones una variante alélica. La combinación de los alelos 

obtenidos representa el subtipo de plásmido albergado por la cepa. 

 

Tabla 35. Cebadores utilizados para tipar por pMLST el plásmido del grupo de incompatibilidad IncI1 
(García-Fernández et al., 2008). 

Cebadores (secuencia 5’→3’) Condiciones de 
amplificación 

Referencia (Tamaño 
amplicón) 

ardA  
ardA-F: ATGTCTGTTGTTGCACCTGC 
ardA-R: R: TCACCGACGGAACACATGACC 

94ºC     5 min        1 ciclo 
 
94ºC     30 seg 
60ºC     30 seg      30 ciclos 
72ºC     1 min 
 
72ºC     5 min        1 ciclo 

García-Fernandez et al., 
2008 

ardA :501  pb 
trbA-pndC: 883  pb 

sogS: 291  pb 
pilL: 316  pb 

trbA-pndC 
trbA-pndC-F: CGACAAATGCTTCCGGGGT 
trbA-pndC-R: CGAATCCCTCACCATCCAG 

sogS  
sogS -F: TTCCGGGGCGTAGACAATACT 
sogS -R: AACAGTGATATGCCGTCGC 

pilL  
pilL -F: CCATATGACCATCCAGTGCG 
pilL -R: AACCACTATCTCGCCAGCAG 

 

9.3. Digestión con nucleasa S1 seguido de PFGE (PFGE-S1) 

 

Para los estudios de localización de genes en el DNA plasmídico así como para el análisis del 

contenido plasmídico de las cepas de enterobacterias se utilizó la técnica de PFGE utilizando el 

enzima nucleasa S1. La nucleasa S1 es una endonucleasa que aplicada durante un periodo de 

tiempo limitado, corta las hebras de DNA plasmídico, convirtiendo los plásmidos en moléculas 

lineales capaces de ser visualizados en una electroforesis. La migración posterior en PFGE permite 

conocer el tamaño y número de los plásmidos (Barton et al., 1995).  

La preparación de los insertos se realizó tal y como se explica en el apartado 8.a del 

material y métodos del presente trabajo. La cantidad de tampón y enzima empleada para cada 

inserto y las condiciones de incubación del enzima y de electroforesis fueron las siguientes:  
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• Nucleasa S1 (160 U/µl) (Takara Bio Inc.). Se prepara un stock de 2 ml: 160 U de nucleasa 

S1, 200 µl de tampón 10X y agua hasta completar los 2 ml. Se incubó 45 min a 37ºC en un baño 

con agitación. La electroforesis de los fragmentos digeridos se realizó empleando una rampa 

lineal pulsada 1-30 seg, durante 14 horas a 14ºC y a 6V/cm. 

 

10. Localización genética 

 

Para los estudios de localización genética se realizó hibridación de membranas mediante la 

técnica de Southern blot siguiendo los pasos que se detallan a continuación. 

Digestión enzimática y PFGE: Se prepararon insertos de las cepas portadoras de los genes 

problema siguiendo el protocolo descrito en el apartado de PFGE y se digirieron con nucleasa S1 

para comprobar si la localización es plasmídica y con I-Ceu1 para la localización cromosómica. La 

cantidad de buffer y enzima empleada para cada inserto así como las condiciones de incubación 

del enzima S1, están descritas en el apartado 9.3. Las condiciones del enzima I-Ceu1 utilizadas 

fueron las siguientes: 

• I-Ceu1 (5000 U/ml) (New England, Biolabs); cantidades por inserto: 4U de enzima, 1 µl de 

tampón 10 X, 1 µl de BSA, 88,2 µl agua destilada estéril. Se incubó tres horas a 37ºC en baño con 

agitación. La electroforesis de los fragmentos digeridos se realizó empleando 2 rampas lineales 

pulsadas consecutivas, la primera de 20 a 120 s durante 12 h y la segunda de 60 a 120 s durante 

8 h. Ambas rampas se realizaron a 14ºC y 6 V/cm con un ángulo de 120º. 

Preparación de la sonda: Se llevó a cabo la preparación de las sondas de hibridación. Para 

ello se utilizó el KIT PCR DIG Probe Syntesis, (Roche) mediante el empleo de una PCR con 

nucleótidos marcados con digoxigenina en un volumen final de 50 µl. Los reactivos y cantidades 

utilizadas se detallan en la tabla 36. 

La cantidad final de DNA recomendada en la reacción fue entre 10-50 ng. Las condiciones 

de amplificación fueron: 95ºC 2min, seguidos de 30 ciclos: 95ºC 30 sg, 62ºC 30 sg y 72ºC 40 sg y 

una elongación final a 72ºC durante 7 min. Se emplearon los cebadores de cada uno de los genes 

a estudiar representados en el apartado 5c. 
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Tabla 36. Reactivos utilizados para la realización de la sonda de hibridación. 

Reactivos Volumen por tubo (µl) 
PCR “Buffer” (vial 3) 5 
PCR “Dig Mix” (vial 2) 5 
Cebador “foward” (10 µl) 5 

Cebador “reverse” (10 µl) 5 
Enzima (vial 1) 0,75 
DNA 5 
Agua miliQ 24,75 

 

Lavado del gel de PFGE: Para realizar la hibridación es necesario preparar las siguientes 

soluciones: 

• Solución desnaturalizante: Cloruro sódico 1,5 M e hidróxido sódico 0,5 M a un volumen 

final de 500 ml. 

• Solución neutralizante: Tris-HCl 0,5 M y cloruro sódico 1,5 M 

• Solución SSC 20 X. INVITROGEN (NaCl 3 M, citrato sódico 0,3 M, pH=7) 

Una vez visualizada la electroforesis se procedió a lavar el gel siguiendo los siguientes 

pasos: 

1.  Lavar en H2O destilada con agitación durante 5 minutos para eliminar el bromuro 

de etidio. Eliminar el H2O. 

2. Añadir solución desnaturalizante y mantener durante 15 minutos en agitación. 

Eliminar la solución desnaturalizante. 

3. Añadir solución neutralizante y mantener durante 15 minutos con agitación. 

Eliminar la solución neutralizante 

4. Lavar con H2O durante 5 minutos con agitación. 

Transferencia de DNA a la membrana de nailon: Se colocó el gel dentro de una bandeja 

con SSC 20 X (invitrogen) sobre un soporte duro con papel absorbente como conductor del 

tampón (chromatography paper 3MM CHr Whatman). Sobre el gel se colocó la membrana de 

nailon y sobre ésta papel soporte (Bio-Rad Blot Absorbent Filter Paper) y peso para facilitar la 

transferencia (Figura 40). Se dejó realizar la transferencia durante toda la noche. 

Además se realizaron membranas del mismo modo a partir de geles de electroforesis en los 

que se había migrado el DNA de las extracciones plasmídicas. 
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Figura 40. Esquema de la realización del Southern blot (https://fr.vwr.com/store/catalog/product.jsp? 

catalog_number=BE-315). 

 

Hibridación: Se introdujeron las membranas de nailon en una bandeja y se lavaron 

siguiendo los siguientes pasos: Añadir SSC 2 X, agitar y eliminar, secar con papel absorbente 

(chromatography paper 3MM CHr Whatman), fijar el DNA en ultravioleta durante 4 minutos (en 

campana) y lavar con agua destilada para eliminar los restos de sales. 

A continuación se introdujo la membrana en el tubo de hibridación con 20 ml de solución 

de prehibridación, [SCC 5 X (Invitrogen), N-lauryl sarcosil 0,1 % (Sigma), SDS 0,02 % (Bio-Rad), 

esperma de salmón 75 mg/L (Invitrogen) y block stock solution 1 X (Roche)] y se colocó el tubo en 

el horno de hibridación a 68ºC durante 2 horas. 

A continuación se desnaturalizó la sonda, preparada como se describe en el punto 2, (10 µl 

de sonda en 100 µl de solución de prehibridación) a 100ºC durante 10 min, se enfrió en hielo y se 

añadió al tubo de hibridación durante 20 horas. 

Lavados de hibridación: Se siguieron los siguientes pasos: 

- 2 lavados de 5 min con SSC 2 X + SDS 0,1 % a 68ºC 

- 2 lavados de 15 min con SSC 0,1 % + SDS 0,1% a 68ºC. 

Detección: Este proceso conlleva varias etapas: 

1.-Lavado: introducir la membrana en un medio con 50 ml de “Washing Buffer 1X” (Roche) 

durante 4 min a temperatura ambiente. 

2.-Blocking: incubar la membrana durante 30 min a temperatura ambiente con 100 ml de 

“Blocking Solution 1 X” + ácido málico (Roche). 
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3.-Conjugación: añadir el anticuerpo, antidigoxigenina-AP (Fab fragments, Roche) para 

marcar la sonda. Se añadieron 80 ml de solución “Blocking” + 8 µl del anticuerpo. 

4.-Lavado: Lavar dos veces con 100 ml de “Washing Buffer” 1X (Roche) durante 15 min. 

5.- Colocar la membrana sobre un plástico y añadir 20 ml de “Detection Buffer” 1 X (Roche) 

durante 3 min seguido de 20 µl de CSPD (Boehringer Mannheim) disuelto en 2 ml de “Detection 

Buffer” 1X. Dejar a temperatura ambiente durante 5 min y posteriormente, 15 minutos a 37ºC. 

(Este proceso se realiza en oscuridad) 

6.-Revelado: Realizar diferentes exposiciones 15-30 min con placas de rayos X (Amersham 

HyperfilmTMECL, GE Healthcare). 

 

11. Transferencia de genes de resistencia 

11.1. Conjugación 

 
Se realizaron estudios de conjugación con el objetivo de determinar si los plásmidos 

portadores de blaCMY-2 eran transferibles mediante conjugación.  

A partir de un cultivo puro en placa BHI de las cepas dadoras y receptoras, se realizaron 

inóculos en tubos de 3 ml de BHI. Como cepa receptora se utilizó E. coli CSH26 (resistente a 

rifampicina, libre de plásmidos y lactosa negativa). Tras 24 horas a 37ºC se colocó un filtro 

Millipore (0,45 µm) sobre la placa de BHI y se añadió sobre él: 10 µL de las cepas dadora y 100 µL 

de la cepa receptora perfectamente homogeneizadas. Se incubó la placa durante 24 h a 37 ºC.  

Tras el periodo de incubación, se lavó el filtro con 1 ml de BHI caldo. Se realizaron 

diluciones seriadas en medio MH líquido (10-1, 10-3, 10-5) y se sembraron en placas de BHI agar 

suplementadas con rifampicina (50 mg/L) y cefoxitina (8 mg/L) combinadas para seleccionar las 

cepas transconjugantes. 

Con el fin de comparar los transconjugantes con las cepas dadora y receptora se utilizó la 

técnica REP-PCR. Las cepas fueron posteriormente sometidas a estudios genotípicos y fenotípicos. 
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11.2. Transformación 

 

11.2.1. Mediante choque térmico 

 
Para la transformación se utilizaron células de E. coli quimiocompetentes comerciales 

(Invitrogen) que fueron mantenidas a -80ºC hasta su utilización. Estas células fueron mezcladas 

con 2 µl del vector ligado al producto de PCR (vector recombinante obtenido conforme se indica 

en el apartado 12) y se introdujeron en hielo durante 1 min. A continuación se colocó la muestra 

en un baño a 42ºC durante 45 seg y por último se volvió a introducir otros 2 min en hielo. Se 

añadieron 700 µl de BHI líquido y se incubaron a 37ºC durante 1 h. Trascurrido el tiempo de 

incubación se inocularon 200 µl de la suspensión en placas de MH que contenían kanamicina 

30 mg/L y el antibiótico de elección, en nuestro caso amoxicilina 100 mg/L y se dejaron incubar 

durante 24-48 h. 

11.2.2. Mediante electrotransformación 

 

Se realizaron ensayos de electroporación utilizando células electrocompetentes 

comerciales E. coli TOP10 (Invitrogen) y generando nuestras propias células electrocompetentes a 

partir de cepas de E. coli DH10.  

Preparación de células electrocompetentes 

Todas las centrifugaciones fueron realizadas a 4000 x g durante 10 minutos.  

Se inocularon 50 ml de LB con E. coli DH10 a una D.O.600 de 0.2, se incubaron a 37ºC en 

agitación hasta alcanzar una D.O600 de 0.6. Se centrifugó, se eliminó el sobrenadante y se lavaron 

las células con 200 ml de agua estéril. Se centrifugó nuevamente y se lavó el sedimento con 

100 ml de agua estéril. Se volvió a centrifugar, se realizaron dos lavados del sedimento con 50 ml 

de glicerol al 10 % seguidos cada uno de centrifugación. Se retiró el sobrenadante y se añadieron 

2 ml de glicerol al 10%. Se tomaron 30 µl de células competentes para realizar la electroporación y 

el resto fue conservado en alícuotas a -80ºC para futuros ensayos. 

Electroporación 

Se mezclaron 2 µl de la extracción plasmídica de DNA realizada como se indica en el 

apartado 9.1 y 30 µl de células electrocompetentes (en hielo) y se introdujeron en la cubeta de 

electroporación (Gene Pulser 0,2 cm, BioRad). La cubeta se colocó sobre el soporte del 

electroporador (Gene Pulser Xcell Electroporation System, BioRad) y se dio un pulso de 
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electroporación bajo las siguientes condiciones: 12,5 kV/cm; 200 ohm y 25 µF. Se añadieron 

700 µl de BHI líquido, se mezcló bien y se incubó a 37ºC durante 1 h. Los 700 µl de BHI fueron 

distribuidos en placas con imipenem (32 mg/L), imipenem (8 mg/L)+cloranfenicol (32 mg/L) y 

aztreonam (64 mg/L) para la selección de transformantes. Se utilizó la técnica REP-PCR (apartado 

8.2) para comparar los transformantes con las cepas dadora y receptora; además se realizaron 

estudios genotípicos y fenotípicos. 

 

12. Clonaje  

 

Para la realización del clonaje del gen ampR en un vector de clonación se realizó 

primeramente una PCR que amplificó tanto el gen ampR como el gen blaCMY-48 (2422 pb) 

adyacente (Figura 41) utilizando los siguientes primers:  

CMY-R: TAAAACCAGGTTCCCAGATAGCC 

AmpR-FH2: GTACATGCGTTAATTATCAGGC 

Las condiciones de amplificación fueron: desnaturalización inicial (94ºC, 5 min); 35 ciclos 

(94ºC, 1 min; 55ºC, 1 min; 65ºC, 8 min) y elongación final (72ºC, 8 min) utilizando las cantidades 

de reactivos de la tabla 8. 

 

Figura 41. Región amplificada mediante PCR.  

 

El fragmento de PCR obtenido fue secuenciado e incorporado a un vector de clonaje 

utilizando el kit de clonaje “Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning KIT” (Invitrogen) que permite clonar 

en un único paso sin necesidad de utilizar ligasa, ya que utiliza la topoisomerasa I del virus 

Vaccinia. Esta topoisomerasa se une a la doble hebra del DNA en lugares específicos y corta el 

esqueleto fosfodiéster en una de las hebras después de la secuencia 5’-CCCTT. La energía que se 

libera de dicha reacción es utilizada para formar la unión covalente entre el fosfato-3’ de la hebra 

cortada y el residuo Tyr274 de la topoisomerasa I. La unión fosfotirosil entre el DNA y el enzima 

puede ser atacada por el 5’ hidroxil de la hebra original, revirtiendo la reacción y liberando la 

topoisomerasa (Figura 42).  

El vector se suministra linearizado y con la topoisomerasa unida al extremo 3’ de cada 

hebra de DNA y permite la selección directa de recombinantes por la disrupción letal del gen ccdB 
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de E. coli. El vector contiene el gen ccdB fusionado con el fragmento C-term de LacZα; al ligar el 

producto de PCR se interrumpe la expresión de LacZα-ccdB permitiendo el crecimiento 

únicamente de los recombinantes positivos y evitando la supervivencia de las células sin el vector; 

así mismo, posee un gen de resistencia a kanamicina. 

 

Figura 42: Esquema de las reacciones que ocurren durante la incorporación del producto de PCR al vector 
de clonaje. 

 

Para la incorporación del DNA amplificado en el vector de clonaje es necesario que las 

hebras de DNA tengan extremos romos por lo que se utilizó el enzima Pfu. Para ello se añadieron 

10 µl del producto de PCR, 1 µl de dNTPs, 1,3 µl del tampón con manganeso y 1 µl de Pfu en un 

tubo eppendorf y se incubó a 72ºC durante 30min. 

Una vez obtenido el producto con los extremos romos se colocaron 4 µl de dicho producto, 

1 µl de la sal suministrada en el Kit y 1 µl del vector en un tubo eppendorf y se incubó 20 min a Tª 

ambiente. Tras la ligación se realizó transformación por choque térmico como se ha explicado en 

el apartado 11.2.1. 

 

13. Mutagénesis dirigida 

 
Se realizó mutagénesis dirigida para revertir el cambio Ile232Met en el gen codificante de 

AmpR, regulador de transcripción de AmpC cromosómica y ver si dicha mutación era responsable 

de cambios en la CMI de beta-lactámicos. Se utilizó el kit comercial QuickChange® Site-Directed 

Mutagenesis (Stratagen) y se siguieron sus instrucciones para el diseño de cebadores. Los 

cebadores diseñados fueron: 

5’ GCCGCTCAGGCGGGGATGGGTGTGGCAATTG  3’ 
5’ CAATTGCCACACCCATCCCCGCCTGAGCGGC 3’ 
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Primeramente se realizó el clonaje del gen que queríamos mutar y la transformación en 

células receptoras como se detalla en los apartados 12 y 11.2.1, respectivamente. Una vez 

obtenidas las células transformadas con nuestro vector se realizó una extracción plasmídica del 

mismo (apartado 9.1). A partir de la extracción plasmídica se realizó la mutagénesis dirigida 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Se mezclaron 5 µl de Buffer 10 X, 2 µl de DNA diluido 

1/10, 2µl del cebador-1 y 2 µl del cebador-2 a 10 µM, 1 µl de dNTP mix, 1 µl de Pfu Turbo DNA 

polimerasa y 37 µl de agua destilada y se introdujo en el termociclador en el que se realizó una 

desnaturalización inicial de 95ºC durante 30 seg seguida de 16 ciclos de: 95ºC, 30 seg; 55ºC, 1 min 

y 68ºC, 6 min y una elongación final 68ºC, 10 min. Al producto obtenido se le añadió 1 µl del 

enzima DpnI y se incubó a 37ºC durante 2 horas para eliminar las hebras de DNA metiladas y 

quedarnos únicamente con las que no están metiladas; es decir, con el DNA mutado. 

Con el producto obtenido se realizó una transformación mediante choque térmico como se 

detalla en el apartado 11.2.1. Tras ésto se comprobó mediante PCR y secuenciación el éxito del 

clonaje. 

14. Estudio de la actividad beta-lactamasa  

 

Durante la estancia en el Hospital Universitario de Amiens Sur se estudió la actividad 

beta-lactamasa de la enzima codificada por el gen blaampC-DUB que había sido previamente clonado 

utilizando los cebadores 5’-TGCGTGTCATAACATTATCCG-3’ y 5’-AACCCGTAGCCCAGGTAAAC-3’ e 

introducido en una cepa de E. coli TOP10 siguiendo los protocolos descritos en los apartados 12 y 

11.2.2. 

14.1. Extracción proteica 

 
Los clones recombinantes se cultivaron en 2 L de BHI líquido suplementado con 100 mg/L 

de amoxicilina y 30 mg/L de kanamicina a 37ºC durante toda la noche. La suspensión bacteriana 

fue sedimentada mediante centrifugación a 4000 rpm durante 15 min a Tª ambiente y 

resuspendida en 40 ml de tampón fosfato 100 mM (pH7). Las células fueron fragmentadas 

mediante sonicación durante 2 min, enfriadas rápidamente en hielo y centrifugadas a 10000 rpm 

durante 10 min a 4ºC. El sobrenadante fue recogido. 
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14.2. Purificación de proteínas 

 
El extracto fue dializado a través de membrana de 0.45 mm de poro (Millipore, Saint-

Qunetin-en-Yvelines, France) con dietanolamina pH 9.5 a 4ºC durante toda la noche y cargada en 

una columna preequilibrada de Q-Sepharosa (Amersham Pharmacia Biotech). Se testó la actividad 

de las fracciones eluidas con nitrocefina (Oxoid) mediante la mezcla de 5 µl del eludido con 5 µl de 

nitrocefina, el viraje instantáneo de amarillo a rojo es característico de la presencia de beta-

lactamasas. Se recuperaron aquellas fracciones con mayor actividad y se dializaron con tampón 

fosfato 100 mM y pH 6 durante toda la noche. El resultado de la diálisis se cargó en una columna 

preequilibrada de SP-Sepharosa (Amersham Pharmacia Biotech). Las enzimas fueron eluidas 

utilizando un gradiente lineal de NaCl de cero a 1 M utilizando el mismo tampón. Las fracciones 

eluídas con mayor actividad fueron recuperadas. 

14.3. SDS-Page 

 
Para comprobar la pureza de la proteína extraída se realizaron geles de SDS-page utilizando 

geles comerciales del 12 % de acrilamida de BioRad. 15 µl de muestra junto con 15 µl de tampón 

Laemmli+mercaptoetanol al 5 % fueron hervidos durante 5 min y cargados en los geles junto con 

un marcador de peso molecular. La migración de la muestra se llevó a cabo a 200 V y 37 mA hasta 

que el frente llegó al borde del gel. 

Para la tinción se utilizó una solución que contenía azul de Comassie 500 mg/L, 50 % 

metanol, 10 % ácido acético y 40 % de agua. La solución para desteñir llevaba 40 % metanol, 10 % 

ácido acético y 50 % agua.  

14.4. Medición de la concentración proteica 

 
Para la medición de la concentración proteica se utilizaron los reactivos de la casa comercial 

BioRad: seroalbúmina bovina y reactivo para el ensayo colorimétrico (Protein Assay StandardII 

albumin y Dye Reagen Concentrate).  

Se prepararon 7 tubos de referencia (Tabla 37), se incubaron a temperatura ambiente 

durante 5 min y se midió la absorbancia a 595 nm. Con los resultados obtenidos se realizó una 

recta de calibrado. Se tomaron 100 µl de la extracción proteica y se mezclaron con 5 ml del 

reactivo colorimétrico, se incubó 5 min y se midió la absorbancia. Se extrapoló el resultado 

obtenido con los datos obtenidos de la recta de calibración. 
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Tabla 37. Cantidades añadidas de cada sustancia para la medición de la concentración proteica. 
Tubo 1 2 3 4 5 6 7 Problema 

BSA - 5 µl 10 µl 25 µl 40 µl 50 µl 60 µl - 
Agua 100 µl 95 µl 90 µl 75 µl 60 µl 50 µl 40 µl - 
Muestra extracción - - - - - - - 100 µl 
Reactivo al 1X 4,9 ml 4,9 ml 4,9 ml 4,9 ml 4,9 ml 4,9 ml 4,9 ml 4,9 ml 

 

14.5. Medida de la actividad beta-lactamasa. 

 

Se midió la actividad beta-lactamasa frente a cefalorodina, cefalotina, cefoxitina, 

ceftazidima, cefepime e imipenem en fosfato sódico 100 mM a pH7.0 utilizando un 

espectrofotómetro Ultrospec 2100 y el software Swift II (GE Healthcare, Aulnay-sous-Bois, 

France). Los valores km y kcat fueron determinados mediante el análisis de la hidrólisis de los beta-

lactámicos en condiciones iniciales utilizando la linearización de Eadie-Hofstee de la ecuación de 

Michaelis-Menten. Cada medición fue realizada tres veces y promediada siendo el valor de este 

promedio el introducido para la obtención de la ecuación. Cuando los valores de km fueron 

demasiado bajos, se determinó el valor de ki en lugar de km utilizando cefaloridina como sustrato, 

y los valores de kcat se determinaron en condiciones iniciales con concentraciones de sustrato 

saturantes ([S>> km]). 

Los valores de IC50 se calcularon como la concentración de inhibidor que provoca una 

disminución del 50% en la hidrólisis de cefalotina a 100 µM transcurridos 10 min de preincubación 

con el inhibidor a 37ºC. 
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1-Detección y caracterización de bacterias portadoras de beta-

lactamasas AmpC en individuos sanos  

 
Diversos trabajos han estudiado la prevalencia de beta-lactamasas de tipo 

AmpC en el ámbito clínico; sin embargo, no existen muchos datos sobre dicha 

prevalencia en la microbiota intestinal de individuos sanos, por lo que decidimos 

llevar a cabo un estudio de este tipo en esta tesis. El objetivo era detectar cepas de 

enterobacterias portadoras de genes codificantes de beta-lactamasas AmpC y 

analizar qué variantes de estas beta-lactamasas AmpC, cromosómicas o 

plasmídicas, portaban las enterobacterias aisladas de la microbiota intestinal de un 

grupo de individuos sanos que no habían consumido antibióticos recientemente. 

Se procesaron muestras fecales de 50 individuos sanos tal y como se detalla 

en el apartado 1.1 del material y métodos, y se esquematiza en la figura 43.  

 

  

Figura 43. Identificación bacteriana. 

 

Se obtuvo un total de 70 aislados de enterobacterias diferentes, (de 1 a 4 por 

muestra), cuyas especies se muestran en la tabla 38 y en el anexo II. En cuatro de 

las 50 muestras (8%) no se observó crecimiento. 

 
Tabla 38. Aislados obtenidos a partir de muestras fecales de individuos sanos. 

Especie Nº de cepas 
Escherichia coli           44 
Citrobacter braakii       4 
Citrobacter freundii      9 
Enterobacter cloacae    8 

Proteus miriabilis         1 

Proteus vulgaris            1 
Klebsiella oxytoca         1 
Serratia sp.                    1 
Cronobacter sp              1 
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Se realizó un estudio de sensibilidad mediante antibiograma a 25 antibióticos 

en todos los aislados. Los resultados se han analizado por separado con el objetivo 

de poder visualizar de una mejor manera las diferencias entre los aislados 

pertenecientes a la especie E. coli y al resto de enterobacterias. Los resultados se 

encuentran resumidos en la tabla 39 y la figura 49. 

 

Tabla 39. Resistencia a antibióticos encontrada en los aislados de enterobacterias de individuos sanos. 

Antibiótico 
Nº (%) de E. coli 
resistentes: 
(n= 44) 

Nº (%) de otras enterobacterias 
resistentes: 
(n= 26) 

Ampicilina 20 (45) 20 (77) 
Amoxicilina/ácido clavulánico 4 (9) 16 (62) 
Cefalotina 12 (27) 22 (85) 
Cefepime 0 (0) 0 (0) 
Cefotaxima 4 (9) 2 (8) 
Cefoxitina 2 (5) 21 (81) 
Ceftazidima 3 (7) 2 (8) 
Aztreonam 2 (5) 0 (0) 
Imipenem 0 (0) 0 (0) 
Meropenem 0 (0) 0 (0) 
Ertapenem 0 (0) 0 (0) 
Gentamicina 3 (7) 1 (4) 
Tobramicina 1 (2) 1 (4) 
Amikamicina 1 (2) 0 (0) 
Kanamicina 2 (5) 1 (4) 
Netilmicina 0 (0) 0 (0) 
Estreptomicina 17 (39) 6 (23) 
Tetraciclina 18 (41) 3 (12) 
Ácido Nalidíxico 13 (30) 1 (4) 
Ciprofloxacina 5 (11) 0 (0) 
Trimetoprim-sulfametoxazol 16 (36) 2 (8) 
Sulfonamidas 18 (41) 3 (12) 
Trimetoprim 16 (36) 3 (12) 
Cloranfenicol 2 (5) 2 (8) 
Fosfomicina 0 (0) 2 (8) 
Fenotipo BLEE 3 0 
Fenotipo AmpC 1 21 
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Figura 44. Porcentajes de resistencia a antibióticos en los aislados de enterobacterias obtenidos. 

 

Se realizaron test para la detección de los fenotipos AmpC y BLEE, detectando 

un total de 22 aislados con un fenotipo AmpC y 3 con fenotipo BLEE. Los resultados 

se encuentran resumidos en la tabla 40. 

 

Tabla 40. Enterobacterias detectadas en las muestras fecales con fenotipos AmpC y BLEE. 

Nº de 
Aislados 

Género/Especie Nº aislados con fenotipo 
AmpC 

Nº aislados con fenotipo 
BLEE 

44 E. coli 1 3 
13 Citrobacter 13 - 
8 Enterobacter 8 - 
5 Otras enterobacterias - - 

 
 

FOX
FOX+CLX

  
 

Además, aquellas especies en las que se detectó algún gen de resistencia a 

beta-lactámicos fueron sometidas a CMI de beta-lactámicos (ampicilina, 

ceftazidima, cefotaxima, cefoxitina, aztreonam y cefepime). Los resultados 

obtenidos se presentan en las tablas 41 y 42. 

Se estudió la existencia de genes de resistencia a beta-lactámicos blaTEM, 

blaOXA, blaSHV, blaCTX-M en los 70 aislados, asimismo, se analizó la presencia de genes 

codificantes de beta-lactamasas AmpC. 
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Se detectó al menos un gen de beta-lactamasa en 37 de los 70 aislados 

testados, todos ellos resistentes a ampicilina. 

Todos los aislados de los géneros Enterobacter y Citrobacter presentaron los 

genes AmpC blaACT y blaCMY, respectivamente. Se analizó la secuencia de estos genes 

codificantes de AmpC, encontrando una gran diversidad en las secuencias 

aminoacídicas deducidas a partir de los mismos. Se encontraron 11 variantes de 

blaCMY en los 13 aislados de Citrobacter (blaCMY-2, -48, -65, -66, -67, -68, -70, -71, -74, -83 y -93) y 7 

variantes de blaACT (blaACT-12, -14, -15, -17, -18, -19 y -22) en los 8 aislados de Enterobacter. 

Dicha diversidad será estudiada con mayor profundidad en el apartado III de 

resultados. En la tabla 41 se observan las diferentes variantes con las CMI de beta-

lactámicos asociadas.  

Todos los genes blaCMY y blaACT de estos géneros bacterianos poseían el 

entorno genético cromosómico típico (Figura 45).  

 
Figura 45. Entorno genético cromosómico de los genes blaACT y blaCMY. 

 

Para comprobar que la localización de dichos genes era cromosómica se 

utilizaron las técnicas PFGE-I-Ceu-1 y PFGE-S1 seguidas de Southern blot e 

hibridación con sondas específicas. En todos los casos la correspondiente sonda 

blaampC, además de la sonda 16S rDNA, hibridó únicamente en la membrana de 

PFGE-I-Ceu1 y no en la de PFGE-S1, por lo que se demuestra la localización 

cromosómica de los genes blaCMY y blaACT en los aislados de Citrobacter y 

Enterobacter, respectivamente (Figura 47).  

Los aislados con estos genes blaampC cromosómicos presentaron sensibilidad a 

cefotaxima, ceftazidima, aztreonam y cefepime y resistencia a ampicilina y 

cefoxitina, con CMIs mayores o iguales a 32 mg/L; con excepción de MS41.2 que 

presentó una CMI de cefoxitina de 4 mg/L y MS22.1 que presentó resistencia 

intermedia a ampicilina y sensibilidad a cefoxitina (Tabla 41). 
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Tabla 41. CMIs de diferentes beta-lactámicos, fenotipo de resistencia a otros antibióticos y genes de resistencia encontrados en enterobacterias ampC-positivas 
procedentes de la microbiota intestinal de individuos sanos.  

Especie 
CMI ( μg/mL)ª Fenotipo de 

resistencia 
(antibióticos no 

beta-lactámicos)ª 

Genes bla 
AmpC 

Nº acceso 
GenBank 

Otros genes 
bla 

detectados 

Otros genes 
encontrados Aislado AMP CTX CAZ FOX ATM FEP 

E. coli MS34.2 >256  16  64  128  16 1 STRb blaCMY-2   aadA1/2 
C. freundii MS13.3 64  0,12  1  128  0,25 ≤0,03 STR blaCMY-2   qnrB9 
C. freundii MS25.3 64 0,12 1 64 0,125 ≤0,03  blaCMY-70   qnrB50c 
C. freundii MS28.3 64  0,12  1  64  0,125 ≤0,03  blaCMY-66 JN714478  qnrB35 
C. freundii MS38.1 64  ≤0,06  0,5  64  0,125 ≤0,03  blaCMY-67 JQ711185   
C. freundii MS40.3 32  ≤0,06  0,5  32  0,06 ≤0,03  blaCMY-65 JN714479   
C. freundii MS41.2 16  ≤0,06  0,25  4  0,06 ≤0,03 NAL, SUL, GEN blaCMY-48    
C. freundii MS42.2 64  ≤0,06  0,5  128  0,06 ≤0,03  blaCMY-67    
C. freundii MS58.1 32  0,12 0,5  64  0,06 ≤0,03  blaCMY-68 JN714480   
C. freundii MS39.2 64  ≤0,06  0,5  64  0,06 ≤0,03 TOB blaCMY-71 JQ711184 blaSHV-1 qnrB16 
C. braakii MS8.2 32  0,12  0,5  64  0,06 ≤0,03  blaCMY-74 JX440349   
C. braakii MS24.1 128  0,12  1  64  0,25 0,06  blaCMY-70 JX440350   
C. braakii MS34.1† 64  0,12  1  128  0,125 0,06  blaCMY-83 JX440351   
C. braakii MS41.1† 32 0,06 0,5 32 0,06 ≤0,03  blaCMY-93 KF992025  qnrB47 
E. cloacae MS13.1 32  0,12  0,5  64  ≤0,03 ≤0,03 GEN, STR blaACT-17

    
E. cloacae MS16.2 32  ≤0,06 0,25  64  0,06 ≤0,03  blaACT-17 KF992026   
E. cloacae MS19.1 128  0,25  1  256  0,125 0,06 TMP, STR blaACT-14 JX440354   
E. cloacae MS20.1 256 0,12 0,5 ≥256 0,125 0,06 FFL blaACT-12 JX440355   
E. cloacae MS22.1 16  0,25  0,25  8  ≤0,03 ≤0,03  blaACT-15 JX440356   
E. cloacae MS25.1 64 0,12 0,5 >256 0,125 0,06  blaACT-22 KF992027   
E .cloacae MS25.2 64  0,5  1  128  0,125 0,125 STR blaACT-18 KF992028   
E. cloacae MS55.2 64  ≤0,06  0,25  256  0,06 0,06  blaACT-19 KF992029   

ª AMP: ampicilina, CTX: cefotaxima, CAZ: ceftazidima; FOX: cefoxitina, ATM: aztreonam, FEP: cefepime, STR: estreptomicina, NAL: ácido nalidíxico, SUL: 
sulfonamidas, GEN: gentamicina, TOB: tobramicina, FFL: fosfomicina, TMP: trimetoprim. 
 bSensibilidad intermedia.           cnueva variante, nº acceso GenBank: JX44035 
 † Identificada mediante MALDI-TOF
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El único aislado de E. coli AmpC-positiva (que denominamos MS34.2), estaba 

adscrito a la secuencia tipo ST405 y pertenecía al grupo filogenético D. Sus valores 

de CMI a beta-lactámicos eran superiores a los encontrados en las otras especies 

bacterianas portadoras de genes ampC cromosómicos (cAmpC) (Tabla 41). Cuando 

se analizaron las posibles mutaciones en el promotor del gen ampC cromosómico 

de MS34.2 se encontraron diversas mutaciones en la región del atenuador: +22, 

+26,+27,+32; aunque ninguna de ellas justificaría el fenotipo de resistencia. Por otra 

parte, se detectó el gen blaCMY-2 en esta E. coli MS34.2. Cuando se estudiaron sus 

entornos genéticos se observó que el gen blaCMY-2 no poseía el gen regulador de su 

expresión, ampR, pero sí el gen que codifica una lipoproteína de membrana blc 

aguas abajo de blaCMY-2. Aguas arriba de blaCMY-2 se encontró la secuencia de 

inserción ISEcp1 en ambos sentidos (Figura 46), lo que demuestra la existencia de 

más de una copia de dicho gen. Ninguna de las otras estructuras descritas por 

Verdet y colaboradores en 2009 fue encontrada en nuestra cepa (Figuras 38 y 46). 

Y

 

Figura 46. A) Estructura del entorno de blaCMY-2 descrita por Verdet y colaboradores en 2009. B) 
Entornos del gen blaCMY-2 encontrados en la cepa E.coli MS34.2. 

 

Se analizó el contenido plasmídico de E. coli MS34.2 y se encontraron al 

menos dos plásmidos tipables de los tipos IncK e IncI1. Se realizaron experimentos 

de hibridación y conjugación que demostraron que el gen blaCMY-2 se encontraba en 

un plásmido conjugativo IncK de ~78 kb. Tanto el aislado dador como los 

transconjugantes, que fueron comprobados mediante REP-PCR, presentaron un 

fenotipo AmpC, resistencia a beta-lactámicos, resultados positivos en las PCRs para 

IncK, blaCMY e ISEcp1-blaCMY así como hibridación positiva en un plásmido de unas 

78 Kb para las sondas IncK, blaCMY e ISEcp1-blaCMY (Figura 47). Hay que destacar la 
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obtención de bandas de hibridación en la membrana correspondiente a PFGE-I-

Ceu1 del mismo tamaño que las obtenidas en la membrana correspondiente a 

PFGE-S1, tanto con la sonda de blaCMY como con la de IncK, por lo que deducimos 

que a pesar de ser un gen de localización plasmídica se pueden obtener bandas de 

hibridación en los geles de PFGE-I-Ceu1 cuando el plásmido permanece en el gel, 

siendo todas las pruebas necesarias para confirmar la localización en este tipo de 

experimentos (Figura 47). 

Los resultados indican la localización plasmídica del gen blaCMY-2 en este único 

aislado. La prevalencia de individuos sanos portadores de cepas con AmpC 

plasmídicas en la microbiota intestinal fue del 2%, y los aislados con este tipo de 

beta-lactamasas representaron el 1,4% de los aislados estudiados. 
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Figura 47. Algunos de los geles de PFGE-I-Ceu-1 (izquierda) y PFGE-S1 (derecha) utilizados para la hibridación de sondas IncK, IncI1, blaCMY, ISEcp1-blaCMY y 
aadA1. En las imágenes se marcan los lugares de hibridación de las sondas. Todas las bandas de la misma altura a la flecha roja del gel de la derecha presentaron 
hibridación.
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Por último señalar que además de los genes de resistencia a beta-lactámicos 

codificantes de beta-lactamasas tipo AmpC, tres de los aislados presentaron algún gen 

codificante de BLEE, los tres aislados pertenecían a la especie E. coli y dieron positivo en 

las pruebas fenotípicas de detección de BLEE. Dos de los aislados con fenotipo BLEE 

presentaron el gen blaSHV-12 mientras que el tercer aislado presentó los genes blaCTX-M-15 y 

blaOXA-1. Además de los genes de beta-lactamasas AmpC y BLEE detectados, 10 aislados de 

E. coli presentaron el gen blaTEM-1, un aislado de E. coli presentó blaTEM-1 y blaOXA-1, y otros 

dos aislados presentaron el gen blaSHV-1. De los aislados que presentaron blaSHV-1, uno de 

ellos pertenecía a la especie C. freundii que a su vez contenía la variante cromosómica 

blaCMY-71; mientras que el otro era un aislado de la especie E. coli no fermentador de 

lactosa (Tablas 41 y 42). 

Se analizó la presencia de integrones de clase 1, 2 y 3 en los 70 aislados y se obtuvo 

un resultado positivo para integrones de clase 1 en cuatro aislados, todos ellos de la 

especie E. coli y con algún gen de resistencia a beta-lactámicos. Los casetes génicos que 

presentaron fueron los siguientes: blaOXA-1+aadA1 (1 cepa), dfrA17-aadA5 (2), y dfrA5 (1) 

(Tabla 42). Cabe destacar que ninguno de los aislados AmpC positivos presentó 

integrones. No se detectaron integrones de clase 2 ó 3. 

Por otra parte, se buscó la coexistencia de otros genes de resistencia en todos los 

aislados que dieron un resultado positivo para la presencia de genes de beta-lactamasa 

de tipo AmpC, por lo que se realizaron PCRs específicas según el fenotipo de resistencia 

que presentaran.  

La cepa E. coli MS34.2 que poseía el gen ampC de tipo plasmídico presentaba a su 

vez una resistencia intermedia a estreptomicina que podría justificarse por la presencia 

del gen aadA1/2 encontrado en dicha cepa. Los transconjugantes obtenidos a partir de 

E. coli MS34.2, poseían un fenotipo de resistencia a beta-lactámicos pero no a 

estreptomicina ya que el gen aadA1/2 no fue transferido con el plásmido adquirido, como 

se comprobó mediante PCR e hibridación con sonda de este gen. 

Se encontró el gen de resistencia a quinolonas qnrB en 4 aislados de C. freundii y en 

una cepa de C. braakii (Tabla 41). Los cinco genes qnrB encontrados pertenecían a 
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variantes diferentes entre sí (qnrB-9, -16, -35, -47 y -50). El polimorfismo de este gen en el 

género Citrobacter se estudiará con mayor profundidad en el apartado III de resultados. 

 

Tabla 42. CMIs de ampicilina, cefotaxima, ceftazidima y cefoxitina, y genes bla encontrados en cepas de 
E. coli resistentes a ampicilina y no portadoras de beta-lactamasas tipo AmpC plasmídicas procedentes de la 
microbiota intestinal de individuos sanos.  

Especie Aislado 
CMI ( μg/mL) Genes bla 

detectados  
Integrones 

AMP CTX CAZ FOX 
E. coli MS2.1 >256  <=0,06  0,5  4  blaTEM-1c  
E. coli MS5.1 >256  <=0,06  0,5  4  blaSHV-1  
E. coli MS6.1 >256  <=0,06  0,25 4  blaTEM-1b  
E. coli MS8.3 >256  <=0,06  0,25  4  blaTEM-1b  
E. coli MS17.1 >256  <=0,06  0,25  4  blaTEM-1c  
E. coli MS17.3 >256  0,12  0,25  4  blaTEM-1b, blaOXA-1 blaOXA-1+aadA1 
E. coli MS28.1 >256  <=0,06  0,25  4  blaTEM-1c  
E. coli MS28.2 >256 32 64 4 blaSHV-12  
E. coli MS39.3 >256  <=0,06  0,25  2  blaTEM-1a  
E. coli MS40.2 >256 64 256 1 blaSHV-12  
E. coli MS44.2 >256  <=0,06  0,25  4  blaTEM-1b   
E. coli MS45.2 >256 64 8 4 blaCTX-M-15, blaOXA-1 dfrA17+aadA5 
E.coli MS48.1 >256  <=0,06  0,25  4 blaTEM-1b dfrA17+aadA5 
E. coli MS49.1 >256  <=0,06  0,25  4 blaTEM-1b  
E. coli MS55.3 >256  <=0,06  0,25  4 blaTEM-1b dfrA5 

R: resistente; I: resistencia intermedia; S: sensible. AMP:ampicilina, CTX: cefotaxima, CAZ: ceftazidima, 
FOX: cefoxitina. 
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2-Detección y caracterización de enterobacterias portadoras de 

genes de beta-lactamasas AmpC en cepas clínicas 

 

Con el fin de comparar los mecanismos de resistencia de los aislados obtenidos a 

partir de muestras de individuos sanos con aquellos aislados de la práctica clínica, se 

estudió una colección de aislados con fenotipo AmpC o pertenecientes a un género que 

porta AmpC de tipo cromosómico. Estos aislados fueron remitidos por diferentes 

hospitales españoles y se encuentran detallados en el anexo I. 

Se estudiaron en profundidad 81 aislados distribuidos de la siguiente forma: 22 

Citrobacter freundii, 4 Citrobacer freundii complex, 1 Citrobacter braakii, 1 Citrobacter 

amalonaticus, 3 Citrobacter koseri, 1 Citrobacter farmeri, 16 Enterobacter cloacae, 4 

Enterobacter aerogenes, 7 Morganella morganii, 7 Proteus mirabilis, 2 Proteus vulgaris, 4 

Klebsiella pneumoniae, 1 Klebsiella ornithinolytica, 1 Klebsiella oxytoca, 3 E. coli y 4 

Serratia marcescens (anexo II). A todos los aislados se les realizó antibiograma frente a un 

mínimo de 26 antibióticos y combinaciones de antibiótico-inhibidor. 

A continuación veremos los resultados fenotípicos y genotípicos de los aislados 

estudiados, excluyendo a W1052 (C. freundii) y W1058 (E.coli), que debido a sus 

características, se les dedicará un apartado en esta tesis, por lo que los porcentajes de los 

que hablaremos a continuación están realizados sobre 79 aislados. 

Los datos obtenidos mediante antibiograma están representados en la figura 48 y 

en la tabla 43. Los datos correspondientes a CMI se representan en las tablas 44, 46, 48 y 

50, dentro de cada uno de los apartados correspondientes. 
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Figura 48. Porcentajes de resistencia y resistencia intermedia de los aislados clínicos. 
 
Tabla 43. Número y porcentajes de aislados clínicos con sensibilidad disminuida a diferentes antibióticos. 

Antibiótico  
Nº (%) de aislados con 
sensibilidad disminuida 

(n=79) 
Ampicilina  79 (100) 
Cefalotina 73 (92) 
Amoxicilina/ácido clavulánico 64 (81) 
Ceftazidima  39 (49) 
Cefotaxima 43 (54) 
Cefoxitina 64 (81) 
Aztreonam 28 (35) 
Cefepime 15 (19) 
Ertapenem  21 (27) 
Imipenem 3 (4) 
Gentamicina 8 (10) 
Tobramicina 10 (13) 
Amikacina 3 (4) 
Kanamicina 16 (20) 
Netilmicina 6 (8) 
Estreptomicina 19 (24) 
Tetraciclina 18 (23) 
Ciprofloxacina 15 (19) 
Ácido Nalidíxico 30 (38) 
Trimetoprim-sulfametoxazol 19 (24) 
Sulfonamidas 23 (29) 
Trimetoprim  22 (28) 
Cloranfenicol 15 (19) 
Fosfomicina 23 (29) 
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En todos los aislados se determinó la presencia/ausencia de los genes ampC y de los 

genes blaOXA, blaSHV, blaCTX-M y blaTEM mediante PCR, así como la presencia de integrones y 

de otros genes implicados en la resistencia a otros antibióticos. 

Un total de 64 aislados (81%), presentaron al menos un gen de resistencia a beta-

lactámicos, 57 aislados dieron un resultado positivo para la presencia de genes ampC, lo 

que representa un 72% de los 79 aislados. Quince de los aislados amplificaron más de un 

gen de resistencia a beta-lactámicos. A continuación se presentarán los resultados 

obtenidos en función de los distintos géneros bacterianos a los que pertenecen los 

aislados obtenidos: Citrobacter, Enterobacter, Morganella y otras enterobacterias. 

 

1. Citrobacter spp. 

 

Se analizaron 31 aislados del género Citrobacter (21 C. freundii, 4 C. freundii 

complex, 1 C. braakii, 1 C. amalonaticus, 3 C. koseri, 1 C. farmeri) todos ellos sensibles a 

cefepime y resistentes a ampicilina y cefoxitina, con excepción de los aislados de las 

especies C. koseri y C. farmeri que fueron sensibles a este último antibiótico (Tablas 44 y 

45). De los 31 aislados de Citrobacter, 11/2 presentaron resistencia/resistencia 

intermedia a cefotaxima; 9/2 a ceftazidima y 6/3 a aztreonam. Todos los aislados con 

resistencia/resistencia intermedia a aztreonam lo eran también a ceftazidima y 

cefotaxima, así como todos los aislados con resistencia/resistencia intermedia a 

ceftazidima mostraron resistencia a cefotaxima (Tablas 44 y 45). 

Analizando los genes de resistencia a beta-lactámicos que pudieran estar implicados 

en estos fenotipos, encontramos que 25 de los 31 aislados del género Citrobacter 

presentaron el gen blaCMY, 4 el gen blaTEM-1 (2 blaTEM-1a y 2  blaTEM-1b) y un aislado, W481, 

presentó el gen blaSHV-5 codificante de BLEE (Tabla 44). 

Centrándonos en el gen blaCMY, encontramos 20 variantes: blaCMY-2, -46, -47, -48, -51, -72, -

75, -76, -77, -78, -79, -80, -81, -82, -84, -85, -86, -105, -106  y -109 lo que revela un alto grado de polimorfismo 

en este gen dentro del género Citrobacter. Estos polimorfismos serán analizados en 

mayor profundidad en el apartado III de resultados (Tabla 44). Cuatro de los 6 aislados de 

Citrobacter que dieron resultados negativos para blaCMY, pertenecían a especies que, a 
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pesar de pertenecer al género Citrobacter, no poseen este gen de manera cromosómica 

(C. koseri (3) y C. farmeri (1)). Los dos aislados restantes, W161 y W722, no amplificaron el 

gen blaCMY con ninguna combinación de cebadores a pesar de haber sido identificadas 

como C. freundii. Se confirmaron las identificaciones mediante sistemas semiautomáticos; 

además, el aislado W161 fue identificado como C. freundii complex mediante API 32 ID E y 

como C. freundii mediante MALDI TOF (Tabla 44). 

Se determinaron los entornos genéticos de los 25 genes blaCMY encontrándose el 

entorno típico cromosómico ampR + blaCMY + blc  en 24 de los aislados, todos ellos de las 

especies C. freundii y C. braakii, ambas documentadas como portadoras de este gen en su 

cromosoma. El aislado restante, W481, pertenecía a una de las especies que no poseen el 

gen normalmente de manera cromosómica, C. amalonaticus. W481 presentó el entorno 

típicamente plasmídico ISEcp1+ blaCMY-2+blc pero no se identificó ninguno de los demás 

entornos descritos por Verdet y colaboradores en 2009 (Figuras 38 y 46). Este aislado fue 

el único que además amplificó el gen BLEE blaSHV-5. 

Se confirmó la localización cromosómica o plasmídica de estas variantes mediante 

estudios de Southern blot/hibridación y conjugación. Los resultados obtenidos mostraron 

que el gen blaCMY estaba presente de manera cromosómica en 24 aislados, mientras que 

el aislado W481 presentó el gen blaCMY-2 en un plásmido que no conjugó en los ensayos 

realizados. 

En cuanto al fenotipo de resistencia a quinolonas, 8 de los 31 aislados presentaron 

resistencia a ácido nalidíxico y dos de ellos a su vez también a la fluoroquinolona 

ciprofloxacina. Se estudió la presencia de los genes qnr, qepA y aac(6’)-Ib-cr en los 31 

aislados y las mutaciones en gyrA en los 8 aislados resistentes a nalidíxico. Se obtuvo un 

resultado positivo para el gen qnrB en 13 aislados (40,6%), 5 de ellos resistentes a 

quinolonas. Las variantes de qnrB encontradas fueron: qnrB6, -9, -10, -13, -22, -28, -30, 

-38, -47 y -51 (Tabla 45). Tres de los aislados presentaron la mutación Thr83Ile en GyrA. 

Cabe destacar, el aislado W722, que presentó tanto la mutación en GyrA como el gen 

qnrB y el gen qnrS  este último se detectó únicamente en este aislado (representando el 

3% de los aislados de Citrobacter) (Tabla 45). Los resultados en cuanto al polimorfismo 



Resultados 

123 | P á g i n a  
 

dentro del gen qnrB se detallarán en el apartado III de resultados de esta tesis. Ninguno 

de los aislados fue positivo para qepA o aac(6’)-Ib-cr. 

Se detectaron otros genes de resistencia en menores porcentajes como se muestra 

en la tabla 45. Se encontró representación de los genes de resistencia a tetraciclina y 

sulfonamidas, tetA y sul2, respectivamente, a aminoglucósidos, aadA1, aac(3)-II y aac(6’)-

Ib11, y a cloranfenicol, cmlA. 

En cuanto al estudio de la prevalencia y caracterización de integrones, se 

detectaron integrones de clase 1 en tres de los aislados, lo que representa un 9,7% de los 

Citrobacter estudiados. La disposición de los casetes génicos de los integrones 

encontrados fue: dfrA1+aadA1; dfrA12+gcuF+aadA2 y dfrA16 (Tabla 45). Todos los 

integrones presentaron intI1 y qacEΔ1-sul1 en los extremos 5’ y 3’, respectivamente.  
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Tabla 44. Aislados de Citrobacter: CMI y genes de resistencia a beta-lactámicos. (nd: no determinado). 

Aislado Especie 
CMI (mg/L) Genes de Resistencia a 

beta-lactámicos 
Ampicilina Cefotaxima Ceftazidima Cefoxitina Aztreonam Cefepime ampC otros 

W143 C. freundii Complex  nd 8 32 ˃256 16 0,25 blaCMY-82 - 
W269 C. freundii Complex 32 0.25 1 64 0,125 0,03 blaCMY-47 - 
W1064 C. freundii Complex >256 4 32 128 2 nd blaCMY - 
W1065 C. freundii Complex 128 0,25 2 128 0,125 0,06 blaCMY-77 - 
W161 C. freundii nd 2 2 ˃256 8 nd - - 
W320 C. freundii >128 32 32 ≥128 16 1 blaCMY-51 - 
W432 C. freundii >128 16 64 ≥128 32 0,5 blaCMY-48 - 
W698 C. freundii >256 64 8 128 8 0,125 blaCMY-75 blaTEM-1a 
W699 C. freundii >256 256 8 256 8 nd blaCMY-46 - 
W700 C. freundii 128 1 0,125 64 0,06 0,06 blaCMY-76 - 
W701 C. freundii >256 1 0,25 128 0,25 0,25 blaCMY-77 blaTEM-1b 
W702 C. freundii >256 0,5 0,125 128 0,06 0,03 blaCMY-78 - 
W703 C. freundii 64 0,5 0,125 64 0,06 0,03 blaCMY-79 - 
W704 C. freundii 64 1 0,125-0,25 16 0,125 0,03 blaCMY-80 - 
W705 C. freundii 64 0,5 0,125 32 0,125 0,03 blaCMY-81 - 
W706 C. freundii 32 0,5 0,125 32 0,06 0,03 blaCMY-72 - 
W722 C. freundii >256 128 32 >256 nd nd - blaTEM-1b 
W743 C. freundii >256 2 0,5 128 nd nd blaCMY - 
W747 C. freundii >256 >256 64 256 nd nd blaCMY - 
W753 C. freundii >256 1 0,25 128 0,125 0,06 blaCM-84 blaTEM-1a 
W778 C. freundii 256 0,5 0,125 64 0,06 0,03 blaCMY-85 - 
W811 C. freundii >256 >256 32 256 32 0,5 blaCMY-86 - 
W907 C. freundii >256 256 32 256 16 0,5 blaCMY-105 - 
W914 C. freundii 64 1 0,125 128 0,125 0,03 blaCMY-106 - 
W935 C. freundii 64 0,125 0,25 32 0,06 0,03 blaCMY-109 - 
W921 C. braakii 64 0,5 <0,06 64 0,06 0,03 blaCMY - 
W481 C. amalonaticus nd 32 ≥256 64 nd nd blaCMY-2 blaSHV-5 
W756 C. koseri 128 0,25 <0,06 2 nd nd - - 
W762 C. koseri nd 0,06 1 4 nd nd - - 
W952 C. koseri ˃256 0,5 1 16 0,125 0,125 - - 
W765 C. farmeri >256 0,5 0,125 2 nd nd - - 
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Tabla 45. Fenotipo de resistencia, genes de resistencia e integrones detectados en los aislados del género Citrobacter. 
Aislado Fenotipo de Resistencia Otros genes de Resistencia Integrones de clase 1 
W143 AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, FOX, ATM, STRI qnrB10, aadA1 - 
W269 AMP, CF, AMC, FOX - - 
W1064 AMP, CF, CAZ, CTX, FOX, ERT - - 
W1065 AMP, CF, FOX, KAN - - 
W161 AMP, CF, AMC, CTXI, FOX, ATMI, NAL qnrB28 - 
W320 AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, FOX, ATM, TET, SXT, TRI, NAL tetA dfrA1+aadA1 
W432 AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, FOX, ATM - - 
W698 AMP, CF, AMC, CAZI, CTX, FOX, ATMI, NAL - - 
W699ª AMP, CF, AMC, CAZI, CTX, FOX, ATMI, SXT, TRI, NAL, CIP, SUL, GEN qnrB9, aac(3)-II dfrA12+gcuF+aadA2 
W700 AMP, CF, AMC, NAL - - 
W701 AMP, CF, FOX, SUL qnrB9, sul2 - 
W702 AMP, CF, AMC, FOX - - 
W703 AMP, CF, AMC, FOX - - 
W704 AMP, CF, FOX, KAN qnrB6 - 
W705 AMP, CF, AMC, FOX, STR - - 
W706 AMP, CFI, AMCI, FOX - - 
W722ª AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, FOX, ERTI, NAL, CIP qnrB22, qnrS - 
W743 AMP, CF, AMCI, CTXI, FOX qnrB47 - 
W747 AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, FOX, ATM, ERT, CHL qnrB47 - 
W753ª AMP, CF, AMC, FOX, NAL qnrB38 - 
W778 AMP, CF, AMC, FOX - - 
W811 AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, FOX, ATM, ERT qnrB30 - 
W907 AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, FOX, ATM, ERT - - 
W914 AMP, CF, FOX qnrB13 - 
W935 AMP, CF, FOX qnrB38 - 
W921 AMP, CF, FOX, NAL, STR,  qnrB10 - 
W481 AMP, CF, AMCI, CAZ, CTX, FOX, ATM, TET, CHLI, SXT, TRI, SUL, STR, KAN, 

GEN, AMK, TOB, NET 
aac(6’)-Ib11, cmlA dfrA16 

W756 AMP - - 
W762 AMP - - 
W952 AMP, CF - - 
W765 AMP, CFI - - 
aAislado con sustitución Thr83Ile en GyrA. 
I Resistencia intermedia
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2. Enterobacter spp. 

 

Se estudiaron un total de 20 aislados del género Enterobacter (16 E. cloacae y 4 

E. aerogenes) todos ellos resistentes a ampicilina y cefoxitina. Los aislados de este 

género presentaron unos valores de CMI de beta-lactámicos mayores que los 

presentados por los aislados de Citrobacter (Tabla 46). Además todosexcepto 4 

aislados fueron resistentes a ceftazidima y cefotaxima, lo que representa un 80% de 

los aislados de Enterobacter estudiados. Analizando los genes de resistencia a beta-

lactámicos que pudieran estar implicados en estos fenotipos, encontramos el gen 

blaACT ó blaMIR en 16 aislados (80%), todos ellos pertenecientes a la especie E. cloacae 

(Tabla 46). El entorno del gen blaACT/blaMIR encontrado en todos los aislados fue el 

cromosómico conservado ampR+blaACT/MIR+blc. No se obtuvo ningún resultado positivo 

con ninguna combinación de cebadores empleados para amplificar blaampC en las 4 

cepas de E. aerogenes.  

Siete de los aislados presentaron algún otro gen de resistencia a beta-lactámicos: 

blaTEM- 40 (3), blaSHV-12 (1), blaOXA (3) (Tabla 46).  

En los aislados de Enterobacter se detectaron otros genes de resistencia a 

aminoglucósidos (aadA1, strA-strB, aac(6’)-Ib); cloranfenicol (cmlA); sulfamidas (sul2) y 

quinolonas (qnrB) (Tabla 47).  

Cuatro de los aislados presentaron integrones de clase 1. En el aislado 

multirresistente W730, se detectó un integrón In662 con los casetes génicos 

dispuestos de la siguiente manera: aacA4’23+gcuD+catB3b+blaOXA-224. Los aislados 

W1108 y W1109, obtenidos de broncoaspirados en una misma paciente con un 

espacio de tres meses entre aislamientos, portaron dos integrones con las 

disposiciones: aac(6’)-Ib+arr3+dfrA27+aadA16 y aadA1/2. En el aislado W1106, se 

encontró un integrón de clase 1 no clásico; es decir, defectivo en el extremo 3’ 

conservado, este integrón poseía la siguiente disposición de casetes génicos: 

estX+psp+aadA2+cmlA+aadA1+IS440+sul3 (Tabla 47). 

En cuanto a la comprobación de la localización cromosómica de los genes blaACT 

se realizaron ensayos de hibridación con sondas de blaACT que únicamente mostraron 

hibridación positiva en la región correspondiente a los pocillos del gel resultante de 

PFGE-ICeu1.  
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Tabla 46. Aislados de Enterobacter: CMI y genes de resistencia a beta-lactámicos. 

Aislado Especie 
CMI 

Genes de Resistencia a beta-
lactámicos 

Ampicilina Cefotaxima Ceftazidima Cefoxitina Aztreonam Cefepime ampC otros 
W113 E. cloacae >256 128 128 >256 nd nd blaACT-28 - 
W119 E. cloacae >256 256 256 256 nd nd blaACT/MIR - 
W401 E. cloacae 64 0,12 0,25 >256 nd nd blaACT-2 - 
W644 E. cloacae ≥256 256 ≥256 256 nd nd blaACT/MIR blaTEM 
W645 E. cloacae ≥256 128 ≥256 ˃256 4 0,125 blaMIR-5 blaTEM-40 
W714 E. cloacae nd 0,5 2 256 nd nd blaACT-36 - 
W730 E. cloacae ≥256 256 ≥256 ˃256 64 1 blaMIR-7 blaOXA-224  
W751 E. cloacae ≥256 ˃256 ≥256 ˃256 128 32 blaACT/MIR - 
W766 E. cloacae ≥256 ˃256 ≥256 ˃256 128 4 blaACT/MIR - 
W802 E. cloacae nd 0,5 2 ˃256 0,125 0,125 blaACT-37 - 
W1059 E. cloacae >256 >256 >256 >256 64 8 blaACT-24 blaTEM-1b 
W1061 E. cloacae >256 >256 >256 >256 64 4 blaACT-25 - 
W1104 E. cloacae ≥256 256 ≥256 ˃256 64 16 blaACT-17 - 
W1105 E. cloacae ≥256 ˃256 ≥256 256 64 4 blaACT-27 - 
W1106 E. cloacae >256 256 >256 256 nd nd blaACT-17 blaSHV-12 
W1111 E. cloacae ≥256 ˃256 ≥256 ˃256 64 8 blaACT-27 - 
W151 E. aerogenes >256 8 32 256 nd nd  - - 
W913 E. aerogenes nd 0,125 2 ˃256 0,06 0,06  - - 
W1108 E. aerogenes >256 128 128 >256 16 8 - blaOXA  
W1109 E. aerogenes >256 128 64 >256 16 8 - blaOXA  
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Tabla 47. Fenotipo de resistencia, genes de resistencia e integrones detectados en los aislados del género Enterobacter. 

Aislado Fenotipo de Resistencia 
Otros genes de 

Resistencia 
Integrones 

W113 AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, ATM, FOX, FFLI - - 
W119 AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, ATM, FOX, NAL, SULI - - 
W401 AMP, CF, AMC, FOX, FFLI - - 
W644 AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, ATM, FOX, ERT, FEPSDD, CHL, SXT, TRI, SUL, STR - - 
W645 AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, FOX, DOR, ERT, CHL, FFL, SXT, TRI, NAL, CIP, SULI - - 
W714 AMP, CF, FOX, ERT, FFL, CIPI, NAL I - - 
W730 AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, ATM, FOX, DOR, ERT, TETI, FFLI, CIP, SUL, KAN, 

NET, GENI, TOB 
- aacA4’23+gcuD+catB3b+blaOXA-224 

W751 AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, ATM, FEP, FOX, ERT, TET, CHLI, TRI, NAL - - 
W766 AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, ATM, FOX, FEPSDD, ERT, TRII, TOB - - 
W802 AMP, CF, AMC, FOX, CHL - - 
W1059 AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, ATM, FOX, FEPSDD, ERT, TET, FFL, SXT, TRI, NAL, 

CIP, SUL 
sul2, strA-strB - 

W1061 AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, ATM, FOX, FEPSDD, ERT, FFL, NALI - - 
W1104 AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, ATM, FOX, FEP, IMP, DOR, MER, ERT, FFL - - 
W1105 AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, ATM, FOX, FEPSDD, ERT - - 
W1106 AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, ATM, FOX, TET, CHL, FFL, SUL, STRI - estX+psp+aadA2+cmlA+aadA1+IS440+sul3 
W1111 AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, ATM, FOX, FEPSDD, FFLI, ERTI - - 
W151 AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, FOX, NALI, STRI, KAN I aac(6’)-Ib, cmlA - 
W913 AMP, CF, AMC, FOX, IMP, ERT, FFLI - - 
W1108 AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, ATM, FOX, FEPSDD, DOR, FFL, SXT, TRI, NALI, CIP, 

SUL, KAN, TOB 
qnrB aac(6’)-Ib-arr3+dfrA27+aadA16 

aadA 
W1109 AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, ATM, FOX, FEPSDD, DOR, FFL, SXT, TRI, NALI, CIP, 

SUL, KAN, TOB 
qnrB aac(6’)-Ib-arr3+dfrA27+aadA16 

aadA 
SDDSensibilidad dependiente de dosis 
IResistencia intermedia 
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3. Morganella spp. 

 

Se estudiaron 7 aislados de Morganella, todos ellos de la especie M. morganii, y 

resistentes a ampicilina. Uno de los aislados presentó resistencia a cefotaxima y 

ceftazidima, mientras que un aislado presentó sensibilidad intermedia y otro resistencia a 

cefoxitina. En cuanto a los mecanismos implicados en la resistencia a beta-lactámicos, 

observamos que todos los aislados de M. morganii presentaron el gen blaDHA presente de 

manera cromosómica en dicha especie y con el entorno conservado ampR+blaDHA+blc. Las 

variantes de blaDHA encontradas fueron blaDHA-1, -2, -5 y -9. Además, dos de ellas presentaron 

el gen blaTEM-1 con dos variantes diferentes (blaTEM-1a y blaTEM-1b) (Tabla 48).  

En cuanto a otros genes de resistencia, se encontró representación de genes de 

resistencia a aminoglucósidos (aac(6’)-Ib y aac(3)-II), tetraciclina (tetB), cloranfenicol (catA) 

y sulfamidas (sul2); además, cuatro de los aislados presentaron algún tipo de integrón. 

W97, W321 y W1021 presentaron integrones de clase 1 con las siguientes disposiciones de 

casetes génicos: dfrA17+aadA5 (W97 y W1021) y blaPSE-1+aadA2 (W321); mientras que 

W117 presentó un integrón de clase 2 (dfrA1+sat1/2+aadA1+YbeA) (Tabla 49). 

 

Tabla 48. Aislados de Morganella: CMI y genes de resistencia a beta-lactámicos.  

Aislado Especie 
CMI 

Genes de Resistencia 
a beta-lactámicos 

Ampicilina Cefotaxima Ceftazidima Cefoxitina ampC otros 
W97 M. morganii >256 0,12 0,5 16 blaDHA-1 - 
W114 M. morganii >256 4 16 4 blaDHA-2 - 
W117 M. morganii 256 <=0,06 0,12 8 blaDHA-1 blaTEM-1b 
W144 M. morganii >256 0,25 1 64 blaDHA-1 blaTEM-1a 
W321 M. morganii >256 0,12 0,25 8 blaDHA-1 blaPSE-1 
W453 M. morganii 256 <=0,06 0,12 8 blaDHA-5 - 
W1021 M. morganii ≥256 0,125 1 8 blaDHA-9 - 
 

Tabla 49. Fenotipo de resistencia, genes de resistencia e integrones detectados en los aislados de M. morganii. 
Aislado Fenotipo de Resistencia Otros genes de 

Resistencia 
Integrones (clase 1 y 2) 

W97 AMP, CF, AMC, FOXI, NAL, GEN, KAN, 
TOBI, NET, STRI, CHLI, TET, SXT, SUL, 
TRI, FFL 

aac(3)-II, tetB dfrA17+aadA5 (clase 1) 

W114 AMP, CF,AMC, CTX, CAZ, TET, FFL aac(6’)-Ib, catA - 
W117 AMP, CF, AMC, NAL, FFL - dfrA1+sat1/2+aadA1+YbeA 

(clase 2) 
W144 AMP, CF, AMC, FOX, NAL, CIP, TET tetB - 
W321 AMP, CF, AMC, , NAL, CIP, STR, CHL, 

TET, SXT, SUL, TRI, FFL  
sul2, catA, tetB blaPSE-1+aadA2 (clase 1) 

W453 AMP, CF, AMC - - 
W1021 AMP, CF, AMC, TET,FFL, SXT, TRI, 

NAL, SUL, KAN I, GEN 
- dfrA17+aadA5 (clase 1) 

ISensibilidad intermedia 
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4. Otras Enterobacterias 

 

Se estudiaron 9 aislados del género Proteus (7 P. mirabilis y 2 P. vulgaris), todos ellos 

no relacionados clonalmente y resistentes a ampicilina. Cuatro de los aislados (W74, W88, 

W116 y W530), presentaron resistencia a cefoxitina y uno de ellos (W627) resistencia 

intermedia. Los cuatro aislados resistentes a cefoxitina presentaron a su vez resistencia o 

resistencia intermedia a cefotaxima y ceftazidima. Los 5 aislados con sensibilidad 

disminuida a cefoxitina presentaron el gen blaCMY-2 (Tabla 50). Mediante PCR se observó 

que en todos los aislados el gen blaCMY-2 se encontraba formando parte de la estructura: 

ISEcp1+blaCMY-2+blc+sugE+ecnR+orf1+orf2+orf3+orf4+dsbC+trac++ISEcp1+blaCMY-2.  

Además, dos P. mirabilis portaban el gen blaTEM-1b, uno de los cuales presentaba a su 

vez el gen de beta-lactamasa AmpC blaCMY-2.  

Se realizaron experimentos de conjugación con la finalidad de ver si el gen blaCMY-2 se 

encontraba en un plásmido conjugativo y se obtuvo un resultado positivo para los aislados 

W88 y W116. Se llevaron a cabo experimentos de hibridación con sondas específicas del 

gen blaCMY-2, ISEcp1+blaCMY-2 y del 16S DNA que mostraron una localización cromosómica de 

blaCMY-2 en los aislados W74 y W530 que habían dado resultados negativos en los 

experimentos de conjugación (Tabla 50).  

En cuanto a otros mecanismos de resistencia encontrados en los aislados de Proteus, 

se detectaron dos aislados con el gen de resistencia a sulfamidas sul2, además, uno de 

estos dos aislados a su vez presentó los genes de resistencia a cloranfenicol y 

aminoglucósidos catA y aadA1, respectivamente (Tabla 51). 

Cuatro de los aislados de Proteus presentaron algún tipo de integrón. W74 y W80 

presentaron integrones de clase 1 con las siguientes disposiciones de casetes génicos: 

aadB+aadA2 y dfrA17+aadA5, respectivamente (Tabla 51). El integrón de clase 2 

(dfrA1+sat1+aadA1+YbeA) se detectó en los otros dos aislados de Proteus (W88 y W116). 

Se estudiaron 6 aislados del género Klebsiella (4 K. pneumoniae, 1 K. ornithinolytica y 

1 K. oxytoca). Todos los aislados presentaron resistencia a ampicilina y cefoxitina, siendo 

los cuatro aislados de K. pneumoniae resistentes a ceftazidima y cefotaxima. Tres de los 6 

aislados del género Klebsiella presentaron algún gen codificante de beta-lactamasa AmpC; 

en concreto, dos aislados presentaron el gen blaDHA-1 ligado al gen de resistencia a 
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quinolonas qnrB4 y otro aislado presentó el gen blaCMY-2, todos ellos de la especie 

K. pneumoniae (Tablas 50 y 51).  

Se determinó la presencia del gen blaDHA-1 en la estructura: 

qnrB4+pspF+pspA+pspB+pspC+pspD+blaDHA-1+ampR+qacE∆1+sul1+IS26 (Figura 37) para el 

aislado W576. Este aislado mostró además dos integrones de clase 1 con las siguientes 

disposiciones de casetes génicos: aadA2 y aadA2+cmlA+aadA1 (Tabla 51). 

En cuanto a otros genes de resistencia a beta-lactámicos, se encontró el gen blaSHV-11 

en todos los aislados de K. pneumoniae. El aislado de K. oxytoca, W1062,  presentó el gen 

blaTEM-1b. Este último aislado presentó a su vez el gen de resistencia a sulfonamidas sul2 

(Tabla 51). 

De los dos aislados de E. coli resistentes a beta-lactámicos incluidos en este estudio, 

W1107, presentó el gen blaCMY-2 en la estructura ISEcp1+blaCMY-2+blc, mientras que W1057 

presentó los genes blaOXA-1, aac(3)-II y strA-strB (Tabla 51). No se detectó ningún gen de 

resistencia en los cuatro aislados del género Serratia (Tablas 50 y 51). 

Tabla 50. Aislados de otras enterobacterias: CMI y genes de resistencia a beta-lactámicos. (AMP: ampicilina, 
CTX: cefotaxima, CAZ: ceftazidima, FOX: cefoxitina.) 

Aislado Especie 
CMI Genes de Resistencia a beta-lactámicos 

AMP CTX CAZ FOX ampC otros 
W39 P. mirabilis nd 0,125 0,125 4 - - 
W74 P. mirabilis >256 32 32 128 blaCMY-2 - 
W80 P. mirabilis nd ≤0,03 0,125 4 - blaTEM-1b 
W88 P. mirabilis >256 16 32 64 blaCMY-2 - 
W88_TC E. coli ª nd 32 128 128 blaCMY-2 - 
W116 P. mirabilis >256 8 8 32 blaCMY-2 blaTEM-1b 
W116_TC E. coliª nd 32 128 128 blaCMY-2 - 
W530 P. mirabilis >256 16 8 32 blaCMY-2 - 
W627 P. mirabilis nd 0,125 1 16 blaCMY-2 - 
W40 P. vulgaris nd 0,06 0,125 4 - - 
W271 P. vulgaris nd 0,125 8 8 - - 
W322 K. ornithinolytica 256 <=0,06 0,25 256 - - 
W576 K. pneumoniae >256 4 64 256 blaDHA-1 blaSHV-11 
W495 K. pneumoniae nd 4 64 64 blaCMY-2 blaSHV-11 
W503 K. pneumoniae nd 8 16 16 - blaSHV-11 
W651 K. pneumoniae nd 64 ≥256 256 blaDHA-1 - 
W1062 K. oxytoca >256 8 4 64 - blaTEM-1b 
W1107 E. coli nd nd nd nd blaCMY-2 - 
W1057 E.coli nd nd nd nd - blaOXA-1 
W152 S. marcescens nd nd nd nd -  - 
W270 S. marcescens nd nd nd nd -  - 
W385 S. marcescens nd nd nd nd -  - 
W1056 S. marcescens nd nd nd nd -  - 
a Transconjugante 
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Tabla 51. Fenotipo de resistencia, genes de resistencia e integrones detectados en los aislados de otras enterobacterias. 
Aislado Fenotipo de Resistencia Otros genes de 

Resistencia 
Integrones (clase 1 y 2) 

W39 AMP, TET - - 
W74 AMP, AMC, FOX, CTX, CAZ, CF, GEN, KAN, TOB, STR, TET, SXT, SUL, TRI, FFL - aadB+aadA2 (Clase 1) 
W80 AMP, AMC, CF, NAL, CIP, GEN, KAN, NET, STR, CHL, TET, SXT, SUL, TRI,  catA, sul2, aadA1 dfrA17+aadA5 (Clase 1) 
W88 AMP, AMC, FOX, CTX, CAZ,  CF, NAL, STR,TET, TRI, FFL - dfrA1+sat1+aadA1+YbeA (Clase 2) 
W116 AMP, AMC, FOX, CTX, CAZI, NAL, KAN, STR, CHL, TET, SUL, TRI sul2 dfrA1+sat1+aadA1+YbeA (Clase 2) 
W530 AMP,AMC, FOX, CTX, CAZI, CF, CHL, TET - - 
W627 AMP, AMC, FOXI, CF,  - - 
W40 AMP, CF - - 
W271 AMP, CAZI, TET, FFL - - 
W322 AMP, CF, AMC, FOX, FFL - - 
W576 AMP, AMC, FOX, CF, CTX, CAZ, NAL, CIP, CHL, STR, SXT, SUL, TRII qnrB4 aadA2 

aadA2+cmlA+aadA1 
W495 AMP, CF, AMC, CTX, CAZ, ATMI, FEP, FOX, NAL, TOB, AMKI, KAN I, CHLI, SUL, FFLI - - 
W503 AMP, CF, AMC, CTX, CAZ, FEP, FOX, AMKI, KAN I, STRI - - 
W651 AMP, CF, AMC, CTX, CAZ, ATM, FOX qnrB - 
W1062 AMP, CF, AMC, CTX, ATM, FOX, ERT, FEP, SXT, TRI, SUL sul2 - 
W1107 AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, ATM, FOX, IMP, DOR, MER, ERT, FEP, FFLI, SXT, TRI, 

NAL, CIP, SUL, STR, NET, PRL, COL 
-  nd  

W1057 AMP, AMC, CTX, CAZ,CF, ATM, FEP, FOX, ERT, NAL,CIP, KAN, GEN, TOB aac(3)II, strA-strB - 
W152 AMP, AMC, CTX, CF, NET - - 
W270 AMP, AMC - - 
W385 AMP, AMC, FOX, CTX, CF, NAL, CIP, STR, CHL, SXT, SUL - - 
W1056 AMP, AMC, FOX, CF, ERT, SXT,TRI, SUL, KANI, STRI, TOBI - - 

IResistencia intermedia. nd: no determinado 
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3-Polimorfismo de los genes ampC y qnrB y entornos genéticos en 

Citrobacter, Enterobacter y Morganella. Diversidad clonal de los aislados 

que los portan  

A continuación nuestro objetivo fue analizar de una manera integrada los polimorfismos de 

los genes ampC y qnrB en enterobacterias de los géneros Citrobacter, Enterobacter y Morganella, 

portadoras de genes ampC cromosómicos y obtenidas tanto de muestras fecales de individuos 

sanos, como de muestras clínicas. Los resultados de dichos polimorfismos en cada uno de los 3 

géneros analizados se detallan a continuación: 

1. Citrobacter 

1.1. Polimorfismo de ampC 

Al realizar el análisis del gen blaCMY cromosómico en los aislados de Citrobacter de 

muestras fecales de individuos sanos observamos 11 variantes diferentes del gen entre los 13 

aislados estudiados. Al realizar el mismo análisis en los aislados de muestras clínicas detectamos 

un total de 19 variantes diferentes entre los 20 genes completos estudiados, 18 de las variantes 

fueron diferentes a las encontradas en los aislados de muestras fecales de individuos sanos. De 

las 29 variantes distintas encontradas en ambos orígenes, 26 no estaban registradas en la página 

de referencia www.lahey.org/studies por lo que les asignaron un número de variante, se 

incluyeron en dicha página y se introdujeron en la base de datos de genes GenBank. Los 33 

aislados, las variantes ampC con sus números de acceso en GenBank, y el fenotipo de resistencia 

a beta-lactámicos se presentan en la tabla 52. Estos datos señalan el alto grado de polimorfismo 

dentro de este gen. 

Con el fin de determinar posibles relaciones fenotipo-variante, relacionando sustituciones 

aminoacídicas con cambios en el fenotipo, se realizó un estudio comparativo de las 29 variantes 

diferentes encontradas. Para ello, se utilizaron herramientas informáticas que nos permiten 

alinear las secuencias aminoacídicas para ver las diferencias en la secuencias (Figura 49). La 

figura 50 muestra el cladograma obtenido a partir de las secuencias aminoacídicas deducidas. 
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CMY-2   MMKKSLCCALLLTASFSTFAAAKTEQQIADIVNRTITPLMQEQAIPGMAVAVIYQGKPYYFTWGKADIANNHPVTQQTLFELGSVSKTFNGVLGGDAIARGEIKLSDPVTKYWPELTGKQWQG 
CMY-51  -----I---------------------------------------------I--E--------------------------------------------------N---------------R- 
CMY-67  -----I---------------------------------------------I--E------------------------------------------------------------------R- 
CMY-76  -----I---------------------------------------------I--EE-----------------------------------------------------------------R- 
CMY-48  -----I---------------------------------------------I--E------------------------------------------------------------------R- 
CMY-68  -----I-----------------------------------------I---I--E------------------------------------------------------------------R- 
CMY-105 -----I---------------------------------------------I--E------------------------------------------------------------------R- 
CMY-47  -----I---------------------------------------------I--E------------------------------------------------------------------R- 
CMY-81  -----I---------------------------------------------I--E-------------V----------------------------------------------------R- 
CMY-65  -----I---------------------------------------------I--E------------------------------------------------------------------R- 
CMY-75  -----I---------------------------------------------I--E------------------------------------------------------------------R- 
CMY-72  -----I---------------------------------------------I--E------------------------------------------------------------------R- 
CMY-78  -----I---------------------------------------------I--E------------------------------------------------------------------R- 
CMY-85  -----I---------------------------------------------I--E------------------------------------------------------------------R- 
CMY-84  -----I---------------------------------------------I--E-----------------------------------------------------------A------R- 
CMY-109 -----I---------------------------------------------I--K---------------------H--------------------------------------------R- 
CMY-66  -----I---------------------------------------------I--E------------------------------------------------------------------R- 
CMY-79  -----I---------------------------------------------I--E------------------------------------------------------------------R- 
CMY-74  -----I---------------------------------------------I-------------------R--------------------------------------H------------ 
CMY-93  -----I---------------------------------------------I-------------------R--------------------------------F-----H------------ 
CMY-82  -----I---------------------------------------------I-------------------R--------------------------------------H------------ 
CMY-83  -----I---------------------------------------------I-------------------R--------------------------------------H------------ 
CMY-70  -----I---------------------------------------------I-------------------R--------------------------------------Q------------ 
CMY-77  --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
CMY-46  --------------------------------------------------------------------T------------------------------------------------------ 
CMY-71  --------------P---------------T-------------------------------------T------------------------------------------------------ 
CMY-86  --------------P-----------------------------------------------------T------------------------------------------------------ 
CMY-80  -------------------------P-----------------------------G-S----------T------------------------------------------------------ 
CMY-106 --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
        *****:********.********** **** ****************:***:**: *.**********.**:****:****** *** ******************:.****:*** ******:* 
 
CMY-51  ISLLHLATYTAGGLPLQIPDDVTDKAALLRFYQNWQPQWTPGAKRLYANSSIGLFGALAVQPSGMSYEEAMTRRVLQPLKLAHTWITVPQSEQKNYAWGYREGKPVHVSPGQLDAEAYGVKSSVIDMARWV 
CMY-67  --------------------E-------------------------------------------------------------------------------------------------------- ------  
CMY-76  ----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- ------  
CMY-48  ------------------------------------------------------------K---------------------------------------------------------------- ------  
CMY-68  --------------------E-----E-------------------------------V-K---------------------------------------------------------------- ------  
CMY-105 --------------------E-----E-------------------------------V-K---------------------------------------------------------------- ------  
CMY-47  --------------------E-----E-------------------------------V-K---------------------------------------------------------------- ------  
CMY-81  --------------------Y-----E-------------------------------V-K---------------------------------------------------------------- ------  
CMY-65  --------------------------E-------------------------------V-K---------------------------------------------------------------- ------  
CMY-75  --------------------------E-------------------------------V-K---------------------------------------------------------------- ------  
CMY-72  --------------------------E---------------------------------KS--------------------------------------L------------------------ ------  
CMY-78  -------------------G------E---------------------------------KS--------------------------------------L------------------------ ------  
CMY-85  ------------------------------------------------------------KS--------------------------------------L----L------------------- ------  
CMY-84  ---------------------I--------------------------------------K---------------------------------------------------------------- ------  
CMY-109 ---------------------I--------------------------------------K---------------------------------------------------------------- ---H--  
CMY-66  ---------------------I------------------------------------V-K---------------------------------------------------------------- ------  
CMY-79  ---------------------I--------------------------------------K---------------------------------------------------------------- ------  
CMY-74  -----------------V---------------------A--------------------K-----------K---H-----------------D------------------------------ --T---  
CMY-93  -----------------V---------------------A--------------------K-----------K---R-----------------D------------------------------ --T---  
CMY-82  -----------------V---------------------A--------------------K-----------K---R-----------------D------------------------------ --T---  
CMY-83  -----------------V---------------------A--------------------N-----------K---R-----------------D------------------------------ --T---  
CMY-70  -----------------V---------------------A--------------------K----------SK---H-----------------D------------------------------ --T---  
CMY-2   -R--------------------R------H------------------------------K-----------------------------N---D------------------------------ ------  
CMY-77  -R--------------------R------H------------------------------K-----------------------------N---D------------------------------ ------  
CMY-46  ---------------------------------------A--------------------K----------------------------KN---D---------A-------------------- ------  
CMY-71  ---------------------------------------A--------------------K-----------------------------N---D---------A-------------------- ------  
CMY-86  ---------------------------------------A--------------------K---------------------------------D------------------------------ ------  
CMY-80  ---------------------------------------A--------------------K-------------------------K-------D------------------------------ ------  
CMY-106 ------------------------------------------------------------K-----------------------------N---D-------------T-------------N-T -----I  
        * ***************:*. : *** **:*********:******************.*:.*********::***:*********.**:.***:***** ***.:**:*************.* .**::*:  
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CMY-51  QANMDASHVQEKTLQQGIELAQSRYWRIGDMYQGLGWEMLNWPLKADSIINGSDSKVALAALPAVEVNPPAPAVKASWVHKTGSTGGFGSYVAFVPEKNLGIVMLANKSYPNPARVEAAWRILEKLQ 
CMY-67  ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------V--------- 
CMY-76  -----------------------------------------------------------------------------------------------------------------V------------- 
CMY-48  ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
CMY-68  -----------------------------------------------------------------------------------------------------------------V------------- 
CMY-105 -----------------------------------------------------------------------------------------------------------------V------------- 
CMY-47  ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
CMY-81  ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
CMY-65  ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
CMY-75  -----------------------------------------------------------------------------------------------------------------V------------- 
CMY-72  ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
CMY-78  ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
CMY-85  ---------------L-------------------------------------------------------------------------------------------------V------------- 
CMY-84  ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
CMY-109 ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
CMY-66  -------L----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
CMY-79  ----------D-----------------------------------------------------------V------------------------------------------V------------- 
CMY-74  -------Q-------------------V---------------V------S--------------------------------------------------------------V------------- 
CMY-93  -------Q-------------------V---------------V------S--------------------------------------------------------------V------------- 
CMY-82  -------Q-----------------------------------V------S--------------------------------------------------------------V------------- 
CMY-83  -------Q-----------------------------------V------S--------------------------------------------------------------V------------- 
CMY-70  -------Q-----------------------------------V------S--------------------------------------------------------------V------------- 
CMY-2   ------------------A----------------------------------------------------------------------------------------------V------------- 
CMY-77  ------------------A----------------------------------------------------------------------------------------------V------------- 
CMY-46  -V-----R----------A----------------------------------------------------------------------------------------------V------------- 
CMY-71  -V-----R----------A-------------------------------------------------------------------------------K--------------V------------- 
CMY-86  -V-----R----------A----------------------------------------------------------------------------------------------V---V—H------- 
CMY-80  -V-----R----------A----------------------------------------------------------------------------------------------V------------- 
CMY-106 -V-----R----------A---------------------------------------------------T------------------------------------------V----------SCN 
        *.***** **:**** ** ********:***************:******.*******************.***************************:**************.***.**:***. : 
 
Figura 49. Alineamiento de las secuencias aminoacídicas de las diferentes variantes de CMY. En gris se representa la zona correspondiente al loop-R2. En negrita vemos los 
residuos Ser84 y Lys87. 
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Figura 50. Cladograma obtenido a partir de las secuencias de CMY aminoacídicas deducidas. Para su 
realización se ha utilizado la herramienta ClustalW-Phylogeny del EBI utilizando el método NJ (Neighbour-
joining). 

 
Si analizamos los lugares de la secuencia donde se producen los cambios 

aminoacídicos podemos observar que las regiones que han sido previamente descritas 

como responsables de cambios fenotípicos se encuentran altamente conservadas, 

únicamente se observa el cambio Ala306Thr en la región final del loop R2 en la variante 

CMY-106 y la CMY-79 (Figura 49). Las CMIs de beta-lactámicos de los aislados portadores 

de esta variante (W914 y W703) no tienen diferencias importantes con respecto a otros 

aislados (Tabla 52). No se observaron deleciones o inserciones en ninguna de las 

variantes.  

Analizando las CMIs de beta-lactámicos en aislados que presentan la misma 

variante de blaCMY (blaCMY-48; blaCMY-67; blaCMY-70 y blaCMY-77), se observan diferencias 

destacables entre los aislados portadores de genes codificantes de CMY-48. En ninguno 

de ellos, se detectó la amplificación de otros genes de beta-lactamasas, por lo que 

diferencias fenotípicas podrían estar relacionadas con diferencias en la expresión de 

ampC. 
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Tabla 52. Aislados de Citrobacter, variantes de CMY, números de acceso GenBank de las variantes nuevas, patrones de AmpR (Figura 52) y de la región intergénica 
ampR/ampC (Figura 51), y valores de CMIs de antibióticos. 

Variante 
www.lahey.org 

Aislado Patrón región 
intergénica 

ampR/ampC 

Patrón 
AmpR 

Nº de acceso 
GenBank-
nucleótidos 

CMI (mg/L) 

 Ampicilina Cefotaxima Ceftazidima Cefoxitina Aztreonam Cefepime 
CMY-2 MS13.3 P4 A1 - 64  0,12  1  128  0,25 ≤0,03 
CMY-46 W699 P5 A2 - >256 256 8 256 8 nd 
CMY-47 W269 P1 A3 HM046998.2 32 0.25 1 64 0,125 0,03 
CMY-48 W432 P1 A4 HM569226.2 >128 16 64 ≥128 32 0,5 
CMY-48 MS41.2 P5 A5 - 16  ≤0,06  0,25  4  0,06 ≤0,03 
CMY-51 W320 P1 A6 JQ733571 >128 32 32 ≥128 16 1 
CMY-65 MS40.3 P5 A7 JN714479 32  ≤0,06  0,5  32  0,06 ≤0,03 
CMY-66 MS28.3 P5 A8 JN714478 64  0,12  1  64  0,125 ≤0,03 
CMY-67 MS38.1 P1 A4 JQ711185 64  ≤0,06  0,5  64  0,125 ≤0,03 
CMY-67 MS42.2 P1 A4 - 64  ≤0,06  0,5  128  0,06 ≤0,03 
CMY-68 MS58.1 P1 A6 JN714480 32  0,12 0,5  64  0,06 ≤0,03 
CMY-70 MS24.1 P8 A9 JX440350 128  0,12  1  64  0,25 0,06 
CMY-70 MS25.3 P7 A9 - 64 0,12 1 64 0,125 ≤0,03 
CMY-71 MS39.2ª P5 A10 JQ711184 64  ≤0,06  0,5  64  0,06 ≤0,03 
CMY-72 W706 P1 A11 JX440352 32 0,5 0,125 32 0,06 0,03 
CMY-74 MS8.2 P8 A12 JX440349 32  0,12  0,5  64  0,06 ≤0,03 
CMY-75 W698b P1 A6 JQ733572 >256 64 8 128 8 0,125 
CMY-76 W700 P1 A4 JQ733573 128 1 0,125 64 0,06 0,06 
CMY-77 W1065 P3 A13 JX440353 128 0,25 2 128 0,125 0,06 
CMY-77 W701b P4 A1 - >256 1 0,25 128 0,25 0,25 
CMY-78 W702 P1 A4 JQ733575 >256 0,5 0,125 128 0,06 0,03 
CMY-79 W703 P5 A5 JQ733576 64 0,5 0,125 64 0,06 0,03 
CMY-80 W704 P2 A10 JQ733577 64 1 0,125-0,25 16 0,125 0,03 
CMY-81 W705 P1 A14 JQ733578 64 0,5 0,125 32 0,125 0,03 
CMY-82 W143 - - KJ207203 nd 8 32 >256 16 0,25 
CMY-83 MS34.1 P8 A16 JX440351 64  0,12  1  128  0,125 0,06 
CMY-84 W753b P1 A5 JQ733579 >256 1 0,25 128 0,125 0,06 
CMY-85 W778 P1 - KJ207202 256 0,5 0,125 64 0,06 0,03 
CMY-86 W811 P4 - KJ207204 >256 >256 32 256 32 0,5 
CMY-93 MS41.1 P8 A12 KF992025 32 0,06 0,5 32 0,06 ≤0,03 
CMY-105 W907 P1 A4 KJ207205 >256 256 32 256 16 0,5 
CMY-106 W914 P4 A15 KM983294 64 0,125 0,25 32 0,06 0,03 
CMY-109 W935 P6 A5 - 64 0,125 0,25 32 0,06 0,03 

ª Este aislado también porta el gen blaSHV-1              
b Este aislado también porta el gen blaTEM-1
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Se realizó una comparación de la región intergénica entre los genes ampC y ampR en 32 

aislados de Citrobacter ya que también podría estar implicada en cambios fenotípicos (Figura 

51). Observamos que es una región altamente conservada, con excepción de la zona 

inmediatamente anterior al gen ampR, donde vemos una mayor variabilidad. Junto a esta 

región encontramos un posible lugar de unión al ribosoma. Cabe destacar que todos los 

aislados pertenecientes a la especie C. braakii (MS8.2, MS24.1, MS34.1 y MS41.1) poseen el 

mismo patrón en esta región intergénica (P8).  

P1            CATTAAGCCTGTTAGAAAAACTTATATCTGCTGCTAAATTTAACCGTTTGTCAACACGGTGCAAAT 66 
P2            CATCCAGCCTGTTAGAAAAACTTATATCTGCTGCTAAATTTAACCGTTTGTCAACACGGTGCAAAT 66 
P3            CATTCGGCCTGTTAGAAAAACTTATATCTGCTGCTAAATTTAACCGTTTGTCAACACGGTGCAAAT 66 
P4            CATCCGGCCTGTTAGAAAAACTTATATCTGCTGCTAAATTTAACCGTTTGTCAACACGGTGCAAAT 66 
P5            CATCCGGCCTGTTAGAAAAACTTATATCTGCTGCTAAATTTAACCGTTTGTCAACACGGTGCAAAT 66 
P6            CATCCGGCCTGTTAGAAAAACTTATATCTGCTGCTAAATTTAACCGTTTGTCAACACGGTGCATAT 66 
P7            TATCTGGCCTGTTAGAAAAACTTATATCTGCTGCTAAATTTAACCGTTTGTCAACACGGTGCCAAT 66 
P8            TATCTGGCCTGTTAGAAAAACTTATATCTGCTGCTAAATTTAACCGTTTGTCAACACGGTGCAAAT 66 

           ***  .********************************************************..** 
 

P1            CAAACACACTGATTGCGTCTGACGGGCCCGGACACCCTTTTGCTTTTAATTACGGAACTGATTTC 131 
P2            CAAACACACTGATTGCGTCTGACGGGCCCGGACACCCTTTTGCTTTTAATTACGGAACTGATTTC 131 
P3            CAAACACACTGATTGCGTCTGACGGGCCCGGACAGCCTTTTGCTTTTAATTACGGAACTGATTTC 131 
P4            CAAACACACTGATTGCGTCTGACGGGCCCGGACACCTTTTTGCTTTTAATTACGGAACTGATTTC 131 
P5            CAAACACACTGATTGCGTCTGACGGGCCCGGACACCCTTTTGCTTTTAATTACGGAACTGATTTC 131 
P6            CAAACACACTGATTGCGTCTGACGGGCCCGGACACCCTTTTGCTTTTAATTACGGAACTGATTTC 131 
P7            CAAACACACTGATTACGTCTGACGGGCCCGGACACCCTTTCGCTTTTAATTACGGAACTGATTTC 131 
P8            CAAACACACTGATTACGTCTGACGGGCCCGGACACCCTTTCGCTTTTAATTACGGAACTGATTTC 131 

          **************.******************* * *** ************************ 

Figura 51. Comparación nucleotídica de la región intergénica entre ampR y ampC. El recuadro indica una zona de 
posible unión al ribosoma. Los nucleótidos sombreados señalan los cambios nucleotídicos encontrados. Para una 
mejor visualización se han agrupado en patrones iguales que se corresponden con los siguientes aislados: P1: 
W907, W432, W778, W753, W706, W705, W702, W700, W698, W269, MS58.1, W320, MS42.2, MS38.1. P2: 
W704; P3: W1065; P4: MS13.3, W701, W811, W914; P5: MS28.3, MS39.2, MS41.2, MS40.3, W699, W703, P6: 
W935, P7: MS25.3; P8: MS8.2, MS24.1, MS34.1, MS41.1.  

 

Dado que la expresión del gen cromosómico blaCMY está altamente regulada (Figura 15), 

se realizó también una comparación de 30 genes completos ampR involucrados en la 

expresión de ampC en Citrobacter. Mutaciones en ampR podrían estar implicados en una 

mayor o menor expresión del gen ampC y, por lo tanto, afectar a los valores de CMI de beta-

lactámicos. Al alinear las secuencias de estos genes, se detectó un menor polimorfismo dentro 

de este gen que el encontrado para el gen que codifica la beta-lactamasa AmpC. Un dato a 

señalar es la existencia de variantes con 291 aminoácidos y de variantes con 290 (7 aislados), 

estas últimas poseen una lisina menos en el aminoácido N-terminal (Figura 52).  
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A4  MTRSYIPLNSLRAFEAAARHLSFTRAAIELNVTHSAISQHVKALEQQLNCQLFVRGSRGLMLTTEGESLLPVLNDSFDRMAGMLDRFATKHTQEKLKIGVVGTFAVGCLFPLLGDFKRSY 120 
A11 ------------------------------------------S---------------------G-------------------------Q--------------I-------S------ 120 
A7  ------------------------------------------S-----------------------------------------------Q--------------I-------S------ 120 
A3  ------------------------------------------S---------------------------------------V-------Q--------------I-------S------ 120 
A14 ------------------------------------------S-----------------------------------------------Q--------------I-------S------ 120 
A6  ------------------------------------------S-----------------------------------------------Q--------------I-------S------ 120 
A8  ------------------------------------------S-----------------------------------------------Q--------------I-------S------ 120 
A5  ------------------------------------------S-----------------------------------------------Q--------------I-------S------ 120 
A13 ------------------------------------------------------------------------------------------Q----------------------------- 120 
A15 ------------------------------------------------------------------------------------------Q----------------------------- 120 
A10 ------------------------------------------------------------------------------------------Q----------------------------- 120 
A1  ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 120 
A2  ------------------------------------------S-----------------------------------------------Q----------------------------- 120 
A12 ------------------------------------------------------------------------------------------Q----------------------S----HC 120 
A9  ------------------------------------------------------------------------------------------Q----------------------S----HC 120 
A16 ------------------------------------------------------------------------------------------Q--------------V-------S----H- 120 
      ******************************************:********************* *****************:****.**:**************:*******.****   
 
A4  PHIDLHISTHNNRVDPAAEGLDYTIRYGGGAWHDTDAQYLCSALMSPLCSPTLASQIQTPADILKFPLLRSYRRDEWALWMQAAGEAPPSPTHNVMVFDSSVTMLEAAQAGMGVAIAPVR 240 
A11 ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 240 
A7  -----------------------------------------------------------------------------------V---------------------------S-------- 240 
A3  ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------S-------- 240 
A14 -------------------------------------------------------------------------------------------------------------V-S-------- 240 
A6  ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------S-------- 240 
A8  ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------I-------- 240 
A5  ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------I-------- 240 
A13 -----------------------------------------------------------------------------T-----A--V--------V---------------I-------- 240 
A15 S----------------------------------------------------------------------------T-----------------V---------------I-------- 240 
A10 -----------------------------------------------------------------------------T-----------------V---------------I-------- 240 
A1  --V--------------------------------------------------------------------------T-----------------V---------------I-------- 240 
A2  -----------------------------------------------------------------------------T-----------------V---------------I-------- 240 
A12 ---------------------------------------------------------KA-V----------------T-----------------V------S--------I-------- 240 
A9  ---------------------------------------------------------KA-V----------------T-----------------V------S--------I-------- 240 
A16 ---------------------------------------------------------KA-V----------------T-----------------V------S--------I-------- 240 
    .*:*********************************:********************::*.****************:*****.**.********:******:******.* ******** 
 
A4  MFTHLLSSERIVQPFLTQIDLGSYWITRLQSRPETPAMREFSRWLTGVLHK 291 
A11 --------------------------------------------------K 291 
A7  --------------------------------------------------K 291 
A3  --------------------------------------------------K 291 
A14 --------------------------------------------------K 291 
A6  --------------------------------------------------K 291 
A8  ----F---------------------------------------------K 291 
A5  --------------------------------------------------K 291 
A13 -------R---------------------------------------M--K 291 
A15 -------R---------------------------------------M--K 291 
A10 -------R---------------------------------------M--K 291 
A1  -------R------------------------------------------K 291 
A2  -------R---------------------------------------M--K 291 
A12 -----------------------------------------------M--* 290 
A9  -----------------------------------S-----------M--* 290 
A16 -----------------------------------S-----------M--* 290 
    ****:** ***************************.***********:**  

Figura 52. Alineamiento de las secuencias aminoacídicas de AmpR en Citrobacter. Para una mejor visualización se han agrupado en patrones iguales que se corresponden 
con los siguientes aislados: A1:W701; A2: W699; A3: W269; A4: MS38.1, MS39.2; MS42.2; W432; W700, W702, W704, W907; A5: MS41.2, W703, W753, W935; A6: 
MS58.1, W320, W698; A7: MS40.3; A8: MS28.3; A9: MS24.1, MS25.3; A10: MS39.2; A11: W706; A12: MS8.2, MS41.1; A13: W1065; A14: W705; A15: W914; A16: 
MS34.1. 
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La figura 53 muestra el árbol filogenético obtenido tras los alineamientos de las 

secuencias de AmpR. 

 

Figura 53. Cladograma obtenido a partir de las secuencias de AmpR aminoacídicas deducidas. Para su 
realización se ha utilizado la herramienta ClustalW-Phylogeny del EBI utilizando el método NJ (Neighbour-
joining).  
 

Al comparar las diferentes variantes de ampR y blaCMY, así como la región 

intergénica entre ambas, observamos que dos aislados, W432 y MS41.2, presentaban la 

variante CMY-48 con una identidad nucleotídica del 98,9%, así como fenotipos de 

resistencia distintos, siendo el aislado W432 procedente de una muestra clínica más 

resistente que el de la muestra fecal MS41.2 de un individuo sano (Tabla 53).  

 

Tabla 53. CMIs de beta-lactámicos en los aislados W432 y MS41.2. 

Cepa  
CMI (mg/L) 

Ampicilina Cefotaxima Ceftazidima Cefoxitina Aztreonam Cefepime 

W432 >128  16  64  >64  32 0,5 

MS41.2 16  <=0,06 0,25 4 0,06 ≤0,03 

 

La región intergénica ampR y blaCMY presentaba 3 nucleótidos de diferencia; estas 

diferencias las podemos apreciar también en otras variantes sin poder establecer una 

relación con el fenotipo.  

Al comparar las secuencias de AmpR de W432 y MS41.2 encontramos una 

diferencia aminoacídica en la posición 232 (Ile232Met) (Figura 54). El cambio en esta 

posición parece ser bastante frecuente en las diferentes variantes (Figura 54) ya que, de 

entre los 30 AmpR comparados, 19 poseen isoleucina en el residuo 232, 6 serina y 7 

metionina.  
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41.2AmpR           1 MTRSYIPLNSLRAFEAAARHLSFTRAAIELNVTHSAISQHVKSLEQQLNC     50 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
W432AmpR           1 MTRSYIPLNSLRAFEAAARHLSFTRAAIELNVTHSAISQHVKSLEQQLNC     50 
 
41.2AmpR          51 QLFVRGSRGLMLTTEGESLLPVLNDSFDRMAGMLDRFATKQTQEKLKIGV    100 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
W432AmpR          51 QLFVRGSRGLMLTTEGESLLPVLNDSFDRMAGMLDRFATKQTQEKLKIGV    100 
 
41.2AmpR         101 V GTFAIGCLFPLLSDFKRSYPHIDLHISTHNNRVDPAAEGLDYTIRYGGG    150 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
W432AmpR         101 V GTFAIGCLFPLLSDFKRSYPHIDLHISTHNNRVDPAAEGLDYTIRYGGG    150 
 
41.2AmpR         151 AWHDTDAQYLCSALMSPLCSPTLASQIQTPADILKFPLLRSYRRDEWALW    200 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
W432AmpR         151 AWHDTDAQYLCSALMSPLCSPTLASQIQTPADILKFPLLRSYRRDEWALW    200 
 
41.2AmpR         201 MQAAGEAPPSPTHNVMVFDS SVTMLEAAQAGI GVAIAPVRMFTHLLSSER    250 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||:|||||||||||||||||| 
W432AmpR         201 MQAAGEAPPSPTHNVMVFDS SVTMLEAAQAGMGVAIAPVRMFTHLLSSER    250 
 
41.2AmpR         251 IVQPFLTQIDLGS YWITRLQSRPETPAMREFSRWLTGVLHK    291 
                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
W432AmpR         251 IVQPFLTQIDLGS YWITRLQSRPETPAMREFSRWLTGVLHK    291 

Figura 54. Comparación de la secuencia aminoácidica de AmpR de W432 y MS41.2. El cambio Ile232Met 
se señala sombreado. Se destacan en negrita los residuos que han sido previamente descritos como 
implicados en diferencias de la actividad de AmpR. 
 

1.1.1. Relevancia de la mutación Ile232Met en AmpR 

Con el fin de determinar la influencia de la presencia de isoleucina o de metionina 

en el aminoácido 232 de AmpR, se realizó el clonaje de la región ampR-blaCMY-blc y la 

transformación en células de E. coli sensibles a beta-lactámicos seguidas de mutagénesis 

dirigida para revertir la mutación en ampR. Estos ensayos fueron llevados a cabo en el 

laboratorio del profesor Hedi Mammeri (Francia). Una vez realizada la transformación, los 

ensayos de mutagénesis dirigida y comprobado mediante secuenciación que ambos 

habían funcionado correctamente, se realizó antibiograma a los aislados obtenidos con el 

fin de comprobar si existían diferencias fenotípicas; además se realizó CMI mediante 

E-test de los antibióticos que pudieran tener pequeñas diferencias fenotípicas en los 

antibiogramas. Al analizar los resultados obtenidos, observamos patrones de resistencia 

idénticos en las células transformadas de E. coli que presentaban isoleucina y en las que 

presentaban metionina por lo que descartamos que la diferencia entre isoleucina o 

metionina en el residuo 232 de AmpR pueda tener influencia en el fenotipo de resistencia 

a beta-lactámicos (Figura 55 y Tabla 54).  
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Figura 55. Antibiogramas realizados a los transformantes antes (izquierda) y después (derecha) de la 
mutagénesis dirigida. 
 
Tabla 54. Resultados de CMI en los transformantes antes (MS41.2_1) y después (MS41.2_MD) de la 
mutagénesis dirigida. 

Antibiótico E. coli MS41.2_1 E. coli MS41.2_MD 
Cefotaxima 2 2 
Aztreonam 2 2 
Ticarcilina/ác. clavulánico R R 
Cefepime 0.38 0.38 

 

1.2. Polimorfismo de qnrB 

Dado que otros estudios habían descrito la presencia de un alto porcentaje de 

aislados de Citrobacter portadores del gen de resistencia a quinolonas qnrB con 

localización cromosómica, se analizó la presencia de este gen en todos los 44 aislados de 

Citrobacter de esta tesis, independientemente de su fenotipo de resistencia a quinolonas. 

Se obtuvo un resultado positivo en 18 de los 44 aislados (40,9%), 13 de procedencia 

clínica (41,9%) y 5 (38,5%) de los aislados de muestras fecales de individuos sanos.  

Se encontraron 12 variantes diferentes de qnrB entre los 18 aislados qnrB-positivos 

encontrándose las variantes qnrB6, -9, -10, -13, -16, -22, -28, -30, -35, -38, -47, -50, y -51; 

lo que revela un alto grado de polimorfismo dentro de este gen. Las variantes más 

frecuentemente encontradas en estos aislados fueron qnrB9 y qnrB47 con 3 aislados cada 

una y qnrB10 y -38 con dos aislados. La variante qnrB50 no había sido descrita hasta la 

fecha por lo que le fue asignado un número de variante en la página de referencia 

www.lahey.org/qnrstudies y se incluyó en la base de datos de genes GenBank con el 

número de acceso JX44035. El cladograma obtenido a partir de los alineamientos de las 
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secuencias aminoacídicas deducidas y dichos alineamientos se muestran en las figuras 56 

y 57 respectivamente.  

Se estudió el entorno genético de las diferentes variantes mediante PCR usando 

diferentes combinaciones de cebadores. Se detectó también diversidad en dicho entorno, 

encontrando las estructuras pspF+qnrB+orf+sapA, pspF+qnrB+sdr y pspF+qnrB+sapA 

(Tabla 55). Esta última estructura fue la predominante, hallándose en un porcentaje de 

aislados de 44,4%, (8 de los 18); las variantes qnrB38 y qnrB47 que presentaron esta 

estructura fueron detectadas en dos y tres aislados respectivamente. Entre los 5 aislados 

con la estructura pspF+qnrB+orf2+sapA, tres presentaban la variante qnrB9. Cabe 

destacar que las regiones intergénicas de los entornos descritos también presentaron 

diferencias en cuanto al número de nucleótidos y sus secuencias. Por otra parte, no se 

pudo determinar la presencia de ningún gen aguas abajo del gen qnrB en el aislado W143. 

 

Figura 56. Árboles filogenéticos construidos en forma de cladograma a partir de las secuencias 
aminoacídicas deducidas de las diferentes variantes de QnrB. Para su realización se ha utilizado la 
herramienta ClustalW-Phylogeny del EBI utilizando el método NJ (Neighbour-joining). 
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QnrB47       MTLALVGEKIDRNRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLRDAIFKSCDLSMADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTN 120 
QnrB50       MTLALVGEKIDRKRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDLSMADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTN 120 
QnrB10       MTLALVGEKIDRNRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDLSMADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTN 120 
QnrB9        MALALVGEKIDRNRFTGEKIENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDLSMADFRNASALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTN 120 
QnrB13       MALALVGEKIDRNRFTGEKIENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDLSMADFRNASALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTN 120 
QnrB22       MALALVGEKIDRNRFTGEKIENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDLSMADFRNASALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTN 120 
QnrB6        MALALVGEKIDRNRFTGEKIENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDLSMADFRNASALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTN 120 
QnrB30       MALALVGEKIDRNRFTGEKIENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSSDLSMADFRNASALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTN 120 
QnrB16       MALALVGEKIDRNRFTGEKIENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDLSMADFRNASALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTN 120 
QnrB28       MTLALVSEKIDRNRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDLSMADFRNVSALGIEIRHCRAQGSDFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTN 120 
QnrB35       MALALIGEKIDRNRFTGAKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAILKDAIFKSCDLSMADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTN 120 
QnrB38       MALALIGEKIDRNRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAILKDAIFKSCDLSMADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTN 120 
             *:***:.*****:**** *:***************************************:*:******.*********.**************:************************** 
 
 
QnrB47          LSYANFSKVVLEKCELWENRWMGTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDNYQASLLMERLGIAVIG 214 
QnrB50          LSYANFSKVVLEKCELWENRWMGTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDNYQASLLMERLGIAVIG 214 
QnrB10          LSYANFSKVVLEKCELWENRWMGTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDNYQASLLMERLGIAVIG 214 
QnrB9           LSYANFSKVVLEKCELWENRWMGAQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDNYQASLLMERLGIAIIG 214 
QnrB13          LSYANFSKVVLEKCELWENRWMGAQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRRVDLQGVKLDNYQASLLMERLGIAIIG 214 
QnrB22          LSYANFSKVVLEKCELWENRWMGAQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDNYQASLLMERLGIAVIG 214 
QnrB6           LSYANFSKVVLEKCELWENRWMGAQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDNYQASLLMERLGIAVIG 214 
QnrB30          LSYANFSKVVLEKCELWENRWMGAQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDNYQASLLMERLGIAVIG 214 
QnrB16          LSYANFSKVVLEKCELWENRWMGTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDNYQASLLMERLGIAIIG 214 
QnrB28          LSYANFSKVVLEKCELWENRWMGTQVAGATFSGSDLSGGEFSAFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDSYQAALLMERLGIAVIG 214 
QnrB35          LSYANFSKAVLEKCELWENRWMGTQMLGATLSGSDLSGGEFSSFDWRTANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDSYQAALLMERLGIAVIG 214 
QnrB38          LSYANFSKAVLEKCELWENRWMGTQVLGATLSGSDLSGGEFSSFDWRTANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDSYQAALLMERLGIAVIG 214 
                ********.**************:*: ***:***********:****:******************* *********.***:*********:** 

Figura 57. Alineamiento de las diferentes variantes de QnrB encontradas. Las posiciones sombreadas marcan cambios aminoacídicos entre las variantes. 
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Todos los alelos de qnrB estaban precedidos de la caja LexA. Esta caja permite el 

control de la expresión de qnrB mediante el sistema SOS bacteriano (Figuras 20 y 58). En 

la figura 58 podemos observar un alineamiento de las regiones promotoras de la 

transcripción de qnrB. En este alineamiento vemos cómo las variantes que poseen el 

entorno pspF+qnrB+sdr poseen mayor similitud en esta región entre ellas y diferencias 

respecto a las otras, así mismo podemos observar cómo algunas de las variantes no 

conservan la distancia de 17 pb entre sus regiones -35 y -10. 

 
                -35                    -10         +1      TATA BOX                   
W753          -- TTGACGTATAACGTTAAAACAGCTTAACATCCCAGTAATACTGTATAAAAAAACAGGCACATTATTATG 
W935          -- TTGACGTATAACGTTAAAACAGCTTAACATCCCAGTAATACTGTATAAAAAAACAGGCACATTATTATG 
MS28.3        -- TTGACGTATAACGTTAAAACAGCTTAACATTCCAGTAATACTGTATAAAAAAACAGGCACATTATTATG 
W743          -- TTGACGCATAACGTCATAAGG-TTTACCATGGCGTCACTACTGTATAAAAACACAGGCATA--GATATG 
MS41.1        -- TTGACGCATAACGTCATAAGG-TTTACCATGGCGTCACTACTGTATAAAAACACAGGCATA--GATATG 
W747          -- TTGACGCATAACGTCATAAGG-TTTACCATGGCGTCATTACTGTATAAAAACACAGGCATA--GATATG 
MS25.3        -- TTGACGCATAACGTCATAAGG-TTTACCATGACGTCATTACTGTATAAAAACACAGGCATA--GATATG 
W921          -- TTGACGCATAACGTCATAAGG-TTTACCATGGCGTCATTACTGTATAAAAACACAGGTATA--GATATG 
W701          -- TTGACGCATAACCTCATCAGGGTTTACCATGACGCCATTACTGTATAAAAAAACAGGTACA--AATATG 
W914          -- TTGACGCATAACCTCATCAGGGTTTACCATGACGCCATTACTGTATAAAAAAACAGGTACA--AATATG 
MS13.3        -- TTGACGCATAACCTCATCAGGGTTTACCATGACGCCATTACTGTATAAAAAAACAGGTACA--AATATG 
W699          -- TTGACGCATAACCTCATCAGGGTTTACCATGACACCATTACTGTATAAAAAAACAGGTACA--AATATG 
MS39.2        -- TTGACGCATAACCTCATCAGGGCCTACCATGACGCCATTACTGTATATAAAAACAGGTACA--AATATG 
W811          -- TTGACGCATAACCTCATCAGGGTTTACCATGACGCCATTACTGTATAAAAAAACAGGTACA--AATATG 
W704          G TTGGACGCG-AGGGTCAAAACAGTTTACCATGTTGCAATTACTGTATAAAAAAACAGGTTAA---TCATG 
W722          G TTGGACGCG-AGGGTCAAAACAGTTTACCATGTTGCAATTACTGTATAAAAAAACAGGTTAA---TCATG 
W161          A TCTGACGCATAGCGTTAAAACAGATTACCATGATGAAATCACTGTATAAAAAAACAGGTATA---TCATTATG 
                  **** . *.  * *:.* .   **.***   .  *  ********:***.*****: *   : **  

Figura 58. Entornos promotores de expresión de qnrB. Los lugares de unión de LexA se representan 
sombreados. La cajas -35 y -10 están marcadas en negrita. La caja TATA se representa subrayada. La 
posición +1 se encuentra marcada en negrita y en cursiva. 
 

La secuencia de inserción ISCR1 se ha visto relacionada con la captura de genes qnrB 

y su incorporación en integrones, por lo que se comprobó su presencia mediante PCR. 

Todos los aislados carecían de esta secuencia de inserción.  

Se comprobó la localización cromosómica o plasmídica de los genes qnrB 

encontrados mediante PFGE-S1 y PFGE-I-Ceu1, transferencia a membranas e 

hibridaciones con sondas específicas de 16S rDNA y de qnrB. Los resultados revelaron una 

localización cromosómica de qnrB. 

Por otro lado, se estudió la posible presencia de mutaciones en GyrA que pudieran 

tener efecto en el fenotipo de resistencia a quinolonas. Se determinó la presencia de la 

mutación Thr83Ile en tres de los aislados qnrB positivos, todos ellos con CMI de ácido 

nalidíxico mayor a 512 mg/L. 

Si comparamos los valores de CMI de quinolonas y fluoroquinolonas obtenidos en 

los aislados qnrB positivos con los valores en otros aislados de Citrobacter qnrB negativos, 
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observamos unos valores de CMIs similares. Únicamente presentaron resistencia a ácido 

nalidíxico aquellos aislados con mutaciones en GyrA (Tablas 55 y 56). 

Tabla 55. Aislados de Citrobacter qnrB positivos, entornos de qnrB, CMIs de fluoroquinolonas y quinolonas 
y mutaciones en GyrA. NAL: Ácido nalidíxico; CIP: Ciprofloxacina; NOR: Norfloxacina; OFL: Ofloxacina; 
LEV: Levofloxacina. 
Aislado CMI (mg/L) 

Genes qnr  
Entornos qnrB 

detectados 
Mutaciones 
en GyrA NAL CIP NOR OFL LEV 

MS28.3  4 0.03 0,125 0,125 0,06 qnrB35  

pspF+qnrB+sapA 

salvaje 
W753  >512 0.25 1 1 1 qnrB38  Thr83Ile 
W743  8 0.03 0,125 0,25 0,125 qnrB47  salvaje 
MS25.3  8 0.125 0,125 0,25 0,125 qnrB50  salvaje 
W747  8 0.125 0,5 1 0,25 qnrB51  salvaje 
W921 nd nd nd nd nd qnrB10 nd 
W935 nd nd nd nd nd qnrB38 nd 
MS41.1 0,125 0,03 0,125 0,125 0,125 qnrB47 salvaje 
MS13.3  4 0.06 0,25 0,25 0,125 qnrB9  

pspF+qnrB+orf2+sapA 

salvaje 
W699  >512 2 16 8 4 qnrB9  Thr83Ile 
W701  16 0.06 0,125 0,5 0,25 qnrB9  salvaje 
MS39.2  8 0.125 0,25 0,5 0,25 qnrB16  salvaje 
W914 nd nd nd nd nd qnrB13 nd 
W161  8 0.06 0,25 0,5 1 qnrB28  

pspF+qnrB+sdr 
salvaje 

W704  8 0.125 0,5 0,5 0,25 qnrB6  salvaje 
W722  >512 32 64- 32 16 qnrB22, qnrS  Thr83Ile 
W811  8 0.06 0,25 0,5 0,25 qnrB30 pspF+qnrB+sdr+sapA salvaje 
W143  4 0.06 0,25 0,5 0,25 qnrB10  pspF+qnrB salvaje 
nd: no determinada. 
 
Tabla 56. CMIs de quinolonas y fluoroquinolonas en aislados de Citrobacter qnrB negativos. 
Aislado CMI (mg/L) Mutaciones 

en GyrA Ciprofloxacina  Ác. nalidíxico Norfloxacina Ofloxacina Levofloxacina 
MS19.1 0,016 4 0,25 0,125 0,06 salvaje 
MS25.1 0,06 4 0,25 0,125 0,06 salvaje 
MS25.2 0,25 8 0,25 0,125 0,125 salvaje 
MS55.2 0,008 4 0,06 0,06 0,06 salvaje 
MS41.2 0,016 4 0,125 0,06 0,06 salvaje 
MS42.2 0,008 8 0,125 0,06 0,06 salvaje 
W698 0,25 512 0,5 1 0,25 Thr83Ile 
W700 0,25 >512 1 1 0,5 Thr83Ile 
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1.3. Diversidad clonal 

Se analizó la diversidad clonal de los 44 aislados de Citrobacter mediante XbaI-PFGE. 

La visualización de los geles reveló una gran diversidad clonal entre los aislados. Se 

analizaron los datos de PFGE-XbaI de 30 cepas mediante software GelCompar 6.5, los 

resultados obtenidos están representados en la Figura 59.  

Únicamente dos cepas presentaron el mismo patrón de PFGE-XbaI, MS38.1 y 

MS42.2, ambas procedían del muestreo realizado a partir de heces de individuos sanos y 

pertenecían a miembros de una misma familia, en concreto madre e hijo. Aunque ambos 

miembros vivían en residencias diferentes, comían en la misma residencia.  

 
Figura 59. Patrones PFGE-XbaI de los aislados de Citrobacter. Datos analizados mediante GelCompar 6.5. 
Los círculos rojos señalan los aislados qnrB positivos. 
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2. Enterobacter 

2.1. Polimorfismo de ampC 

Al realizar el análisis del gen blaACT cromosómico en los aislados de Enterobacter de 

muestras fecales de individuos sanos observamos 7 alelos del gen entre los 8 aislados 

estudiados. Al realizar el mismo análisis en los aislados de muestras clínicas detectamos 8 

variantes de ACT y 2 de MIR entre los 12 aislados de Enterobacter con la secuencia 

nucleotídica de blaACT completa. El gen blaACT-17 fue detectado en dos aislados 

procedentes de muestras clínicas y dos aislados de las muestras fecales de individuos 

sanos. Los dos aislados con blaACT-17 de las muestras fecales fueron obtenidos en dos 

individuos de la misma familia, en concreto padre e hijo (37 y 5 años); sin embargo, los 

dos aislados de muestras clínicas procedían de pacientes diferentes y de diferentes 

orígenes (esputo y herida no quirúrgica). La variante ACT-27 también se encontró en dos 

aislados de muestras clínicas obtenidos de la misma paciente en diferentes momentos y 

con pequeñas diferencias fenotípicas. 

De las 14 variantes de ACT diferentes encontradas, 13 no estaban registradas en la 

página de referencia www.lahey.org/studies. De las dos variantes de MIR, una tampoco lo 

estaba por lo que, a todas ellas, les asignaron un número de variante, se incluyeron en 

dicha página y se introdujeron en la base de datos de genes GenBank del NCBI. Los 

aislados, sus variantes, los números de acceso en GenBank y el fenotipo de resistencia a 

beta-lactámicos se presentan en la tabla 57. Estos datos señalan el alto grado de 

polimorfismo dentro de este gen. 

Las figuras 60 y 61 muestran el alineamiento de las secuencias aminoacídicas ACT y 

MIR, en ellas podemos observar que tanto la posición Ser287 como la Lys310 se 

encuentran conservadas en todas las variantes. No encontramos inserciones o deleciones 

en ninguna de las nuevas variantes descritas, ni cambios aminoacídicos que pudieran ser 

sospechosos de implicaciones fenotípicas perceptibles. La figura 62 muestra el árbol 

filogenético obtenido de la comparación de las diferentes variantes de ACT obtenidas. 
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Tabla 57. Aislados de Enterobacter, alelos blaACT y blaMIR, números de acceso en GenBank de las variantes nuevas, patrones de la región intergénica ampR/ampC y 
valores de CMIs de antibióticos. 

Alelo 
www.lahey.org Aislado 

Patrón región 
intergénica 
ampR/ampC 

Nº de acceso 
GenBank-nucleótidos 

CMI (mg/L) 

Ampicilina Cefotaxima Ceftazidima Cefoxitina Aztreonam Cefepime 

blaACT-2 W401 P9 - 64 0,12 0,25 >256 nd nd 
blaACT-12 MS20.1 P7 JX440355 256 0,12 0,5 ≥256 0,125 0,06 
blaACT-14 MS19.1 P4 JX440354 128 0,25 1 256 0,125 0,06 
blaACT-15 MS22.1 P2 JX440356 16 0,25 0,25 8 ≤0,03 ≤0,03 
blaACT-17 MS16.2 P2 KF992026 32 ≤0,06 0,25 64 0,06 ≤0,03 
blaACT-17 MS13.1 P2 - 32 0,12 0,5 64 ≤0,03 ≤0,03 
blaACT-17 W1104 P1 - ≥256 256 ≥256 >256 64 16 
blaACT-17 W1106 P3 - >256 256 >256 256 nd nd 
blaACT-18 MS25.2 P4 KF992028 64 0,5 1 128 0,125 0,125 
blaACT-19 MS55.2 P6 KF992029 64 ≤0,06 0,25 256 0,06 0,06 
blaACT-22 MS25.1 P7 KF992027 64 0,12 0,5 >256 0,125 0,06 
blaACT-24 W1059 P4 KJ207207 >256 >256 >256 >256 64 8 
blaACT-25 W1061 P5 KJ207208 >256 >256 >256 >256 64 4 
blaACT-27 W1105 P1 KJ207209 ≥256 >256 ≥256 256 64 4 
blaACT-27 W1111 P1 - ≥256 >256 ≥256 >256 64 8 
blaACT-28 W113 P10 KJ207206 >256 128 128 >256 nd nd 
blaACT-36 W714 P4 KM926621 nd 0,5 2 256 nd nd 
blaACT-37 W802 P6 KM926622 nd 0,5 2 >256 0,125 0,125 
blaMIR-5 W645 P8 - ≥256 128 ≥256 >256 4 0,125 
blaMIR-7 W730 P8 KJ207200 ≥256 256 ≥256 >256 64 1 
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P99     MMRKSLCCALLLGISCSALATPVSEKQLAEVVANTITPLMKAQSVPGMAVAVIYQGKPHYYTFGKADIAANKPVTPQTLFELGSISKTFTGVLGGDAIARGEISLDDAVTRYWPQLTGKQWQGIRM 
ACT-14  *--K-----------------A--------------V--------I--------------------------------------------------------------P------------------ 
ACT-18  *--K-----------------A-----------------------I--------------------------------------------------------------P------------------ 
ACT-24  *--K-----------------A-----------------------I-------------------------S------------------------------------P------------------ 
ACT-36  *--K-----------------A-----------------------I-------------------------S------------------------------------P------------------ 
ACT-17  *--K--------------------------------V-----------------------------------------------------------------------P------------------ 
ACT-15  *--K--------------------------------V-----------------------------------------------------------------------P------------------ 
ACT-27  *--K-----------------A--------------V-----------------------------------------------------------------------P------E----------- 
ACT-25  *--K----------L------A--------------V---------------------S-------------------------------------------------P------------------ 
ACT-19  *--K--F---------G----A--------------V-----T-AI-------------------E-----K------------------------------------P--KF--E----------- 
ACT-37  *--K--F------A--GA---A--------------V-------AI-------------------E-----K------------------------------------P-IK---E----------- 
ACT-12  *--K---------ST--A---A-L--T---K--ER-V--------I-----------Q---F------V---T---A-----------------------------G-P--K---E--------V-- 
ACT-22  *--K---------ST--A---A-M--T---K---R-V--------I-----------Q---F------V---T---A-----------------------------S-P--K---E--------V-- 
ACT-28  *-KT---------ST---V--A-M-----SD--ER-V-------AI-----------Q---F------V-------------------------------------G-P--K---E----------- 
ACT-2   M--T---------ST---V----M---------ER-V-------AI---------E-Q---F------V-------------------------------------G-P--K---E----------- 
         *  **:******. * :.**:*:**.**:.** .*:*****:*::*********:*:.**:***:**:**..***.*****************************.*.* ::**:********:** 
 
P99     LDLATYTAGGLPLQVPDEVTDNASLLRFYQNWQPQWKPGTTRLYANASIGLFGALAVKPSGMPYEQAMTTRVLKPLKLDHTWINVPKAEEAHYAWGYRDGKAVRVSPGMLDAQAYGVKTNVQDMANW 
ACT-14  -----------------------A--------------------------------------G---------------------------------------------------------------- 
ACT-18  -----------------------A--------------------------------------G---------------------------------------------------------------- 
ACT-24  -----------------------A--------------------------------------G---------------------------------------------------------------- 
ACT-36  -----------------------A-------------------------------T------G---------------------------------------------------------------- 
ACT-17  ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
ACT-15  -------------------------------------S----------------------------------------------------------------------------------------- 
ACT-27  ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
ACT-25  ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
ACT-19  ----------------E-------------H-------------------------------R------K--F---R-N----------A-------------HI-------E-------------- 
ACT-37  ----------------E-------------H-------------------------------R------K--F---R-N----------A-------------H--------E-------------- 
ACT-12  ------------------------------S-----A-------------------------RF-----E------N-N-----------Q------------H--------E--------K---S- 
ACT-22  ------------------------------S-----A-------------------------RF-----E------N-N-----------Q------------H--------E--------K---S- 
ACT-28  ------------------------------H--------A----------------------SF-----K--F--------------E--------------IH--------E-------I----S- 
ACT-2   --------------------------------------------------------------S----I----F------------------------------H--------E------------S- 
        ****************:******:****** ***** .*:***************:****** :***:* **:***.*:******** *  ***********:::*******:*******::***.* 
 
P99     VMANMAPENVADASLKQGIALAQSRYWRIGSMYQGLGWEMLNWPVEANTVVEGSDSKVALAPLPVAEVNPPAPPVKASWVHKTGSTGGFGSYVAFIPEKQIGIVMLANTSYPNPARVEAAYHILEALQ 
ACT-14  --------K-----------------------------------------I-----------------------------------------L---------------K---------------D--- 
ACT-18  --------K-----------------------------------------I---------------------------------------------------------K---------------D--- 
ACT-24  -------------------S------------------------------ID--------------------------------------------------------K---------------D--- 
ACT-36  -------------------S------------------------------I---------------------------------------------------------K---------------D--- 
ACT-17  -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
ACT-15  -----------------------------------------------------------------V-------------------------------------------------------------- 
ACT-27  -----------------------------------------------------------------V-------------------------------------------------------------- 
ACT-25  --------K---------------------------------------------------------------------------------------------------K---------------K--- 
ACT-19  ---------I-------------------------------------KM-I----N----------------------------------------------------K---------------D--- 
ACT-37  -----------------------------------------------K--I----N---------------V------------------------------------K---------------D--- 
ACT-12  -V-----DG-Q-------MV--------T------------------K-------N-------------------------------------------EL-------K------------R--S--- 
ACT-22  -V-----DG-Q-------M---------T------------------K-------N-------------------------------------------KL-------K------------R--S--- 
ACT-28  LK---N-DALP-ST--------------V-A----------------K-------N-------------------------------------------EL-------K------------R--S--- 
ACT-2   --V--K-DSLQ-N--RK-LT--------V-A--------------D-K-------N--------AR-----A---N------------------------L-------K------------R--S--* 
        : .** *: : * :*::*: ******** *:**************:*: *::***.********. *****.***:****************:******::*******.************:**.**  
Figura 60. Alineamiento de las secuencias de ACT. El primer sombreado se corresponde con la región del omega-loop, el segundo con el loop R2 mientras que el 
último se corresponde con la hélice H11. Los residuos 287 y 293 se encuentran señalados en cursiva. Las diferencias entre variantes en las regiones señaladas se 
encuentran en negrita. Los asteriscos al principio y final de la secuencia señalan ausencia de aminoácido.
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MIR-7           MMTKSLSCALLLSVAS AAFAAPMSEKQLAEVVERTVTPLMNAQAIPGMAVAVIYQGQPHY 
MIR-5           MMTKSLSCALLLSVAS SAFAAPMSEKQLAEVVERTVTPLMNAQAIPGMAVAVIYQGQPHY 
                ****************:******************************************* 
 
MIR-7           FTFGKADVAANKPVTPQTLFELGSISKTFTGVLGGDAIARGEIALGDPVAKYWPELTGKQ 
MIR-5           FTFGKADVAANKPVTPQTLFELGSISKTFTGVLGGDAIARGEIALGDPVAKYWPELTGKQ 
                ************************************************************ 
 
MIR-7           WQGIRMLDLATYTAGGLPLQVPDEVTDTASLLRFYQNWQPQWKPGTTRLYANASIGLFGA 
MIR-5           WQGIRMLDLATYTAGGLPLQVPDEVTDTASLLRFYQNWQPQWKPGTTRLYANASIGLFGA 
                ************************************************************ 
 
MIR-7           LAVKPSGMSYEQAMTTRVFKPLKLDHTWINVPKAEEAHYAWGYREGKAVHVSPGMLDAEA 
MIR-5           LAVKPSGMSYEQAMTTRVFKPLKLDHTWINVPKAEEAHYAWGYREGKAVHVSPGMLDAEA 
                ************************************************************ 
 
MIR-7           YGVKTNVKDMASWLIANMKPDSLQAPSLKQGIALAQSRYWRVGAMYQGLGWEMLNWPVDA 
MIR-5           YGVKTNVKDMASWLIANMKPDSLQAPSLKQGIALAQSRYWRVGAMYQGLGWEMLNWPVDA 
                ************************************************************ 
 
MIR-7           KTVVGGSDNKVALAPLPVAEVNPPAPPVKASWVHKTGSTGGFGSYVAFIPEKQLGIVMLA 
MIR-5           KTVVGGSDNKVALAPLPVAEVNPPAPPVKASWVHKTGSTGGFGSYVAFIPEKQLGIVMLA 
                ************************************************************ 
 
MIR-7           NKSYPNPARVEAAYRILDALQ 
MIR-5           NKSYPNPARVEAAYRILDALQ 
                ********************* 

Figura 61. Alineamiento de las secuencias de MIR. 

 
 

 
Figura 62. Cladograma realizado a partir de las secuencias de las beta-lactamasas ACT/MIR en 
Enterobacter. Para su realización se ha utilizado la herramienta ClustalW-phylogeny del EBI utilizando el 
método NJ (Neighbour-joining). 

 
Se realizó la comparación de las regiones intergénicas comprendidas entre los genes 

ampR y blaACT/blaMIR; esta comparación está representada en la figura 63. Asimismo, la 

figura 64 muestra el cladograma obtenido de esta comparación. Cabe destacar aquí, la 

presencia de una inserción nucleotídica en el aislado W1106 que presentaba la misma 

variante que W1104 y procedían de pacientes distintos del mismo hospital. 

Además, se realizó un alineamiento de las 19 secuencias parciales de AmpR (entre 

88 y 210 aminoácidos) (Figura 65). En esta ocasión también se encontró una mayor 
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homogeneidad en la secuencia de AmpR que en la encontrada en la beta-lactamasa ACT. 

El aislado MS55.2 presentó la sustitución Met1Val mostrando el codón de inicio 

alternativo GUG (Figura 65). 

 

P1           GGTCGCTTCCGTTAGAAAAATTAACAGCTAATGCTAAATTTAACCGTTTGTCAGGCACAGTCAAAT 66 
P2           GGTCGCTTCCGTTAGAAAAATTAACAGCTAATGCTAAATTTAACCGTTTGTCAGGCACTGTCAAAT 66 
P3           GGTCGCTTCCGTTAGAAAAATTAACAGCTAATGCTAAATTTAACCGTTTGTCAGGCACAGTCAAAT 66 
P4           GGTCTCTTCCGTTAGAAAAATTAACAGCTAATGCTAAATTTAACCGTTTGTCAGGCACAGTCAAAT 66 
P5           GGTCTCTTCCGTTAGAAAAATTAACAGCTAATGCTAAATTTAACCGTTTGTCAGGCACAGTCAAAT 66 
P6           GGTCTCATCCGTTAGAAAAATTAACAGCTAATGCTAAATTTAACCGTTTGTCAGGCACAGTCAAAT 66 
P7           CGACCCATCCGTTAGAAAAATTAACAGCTAATGCTAAATTTAACCGTTTGTCAGCCACAGTCAAAT 66 
P8           GGTCCCATCCGTTAGAAAAATTAACAGCTAATGCTAAATTTAACCGTTTGTCAGCCACAGTCAAAT 66 
P9           GGTCTCGTCCGTTAGAAAAATTAACAGCTAATGCTAAATTTAACCGTTTGTCAGCCATAGTCAAAT 66 
P10          CATTACATCCGTTAGAAAAATTAACAGCTAATGCTAAATTTAACCGTTTGTCAGCCACAGTCAAAT 66 
              .:  * *********************************************** ** :******* 
 
P1           CCAACAGACTACGCCTGTCTGACGGGCCCGGACAT-CCCCTTGACTCGCTATTACGGAAGATTACTG 132 
P2           CCAACAGACTACGCCTGTCTGACGGGCCCGGACAT-CCCCTTGACTCGCTATTACGGAAGATTACTG 132 
P3           CCAACAGACTACGCCTGTCTGACGGGCCCGGACATCCCCCTTGACTCGCTATTACGGAAGATTACTG 133 
P4           CCAACAGACTACGCCTGTCTGACGGGCCCGGACAT-CCCCTTGACTCGCTATTACGGAAGATTACTG 132 
P5           CCAACAGACTACGCCTGTCTGATGGGCCCGGACAC-CCCCTTGACTCGCTATTACGGAAGATTACTG 132 
P6           CCAACAGACTACGCCTGTCTGACGGGCCCGGACAT-CCCCTTGACTCGCTATTACGGAAGATGATTG 132 
P7           CCAACAGACTGGGTATGTCTGACGGGCCCGGACAC-TCCCTTGACTCGCTATTACGGAAGATAACTG 132 
P8           CCAACAGACTACAGCGGTCTGACGGGCCCGGACAC-TCCCTTGAACTGCTATTACGGAAGATAACCG 132 
P9           CCAACAGACTACAGCGGTCTGACGGGCCCGGACAC-TCCCTTGAACTGCTATTACGGAAGATAAATG 132 
P10          CCAACAGACTACTGAGGTCTGACGGGCCCGGACAC-TCCCTTGAACCGCTATTACGGAAGAAAACTG 132 
             **********.   . ****** ***********   *******.  **************: *  * 

Figura 63. Alineamiento de las regiones intergénicas entre ampR y blaACT/MIR de los aislados de 
Enterobacter. Los nucleótidos sombreados corresponden a lugares de cambio. Para una mejor visualización 
se han agrupado en patrones iguales que se corresponden con los siguientes aislados: P1: W1104, W1105, 
W1111; P2: MS13.1, MS16.2, MS22.1; P3: W1106, P4: W714, W1059, MS19.1, MS25.2; P5: W1061; P6: 
W802, MS55.2; P7: MS20.1, MS25.1; P8:W645, W730; P9: W401, P10: W113. 
 

 
Figura 64. Cladograma realizado a partir de las secuencias de los diferentes patrones encontrados en la 
región intergénica entre ampR y blaACT/MIR en Enterobacter. Para su realización se ha utilizado la herramienta 
ClustalW-phylogeny del EBI utilizando el método NJ (Neighbour-joining). 
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MS22.1  MTRSYLPLNSLRAFEAAARHLSFTHAAIELNVTHSAISQHVKTLEQHLNCQLFVRVSRGLMLTTEGENLLPVLNDSFDRIAGMLDRFANHRAQEKLKIGVVGTFATGVLFSQLEDFRRGYPHIDLQL 127 
W1106   MTRSYLPLNSLRAFEAAARHLSFTHAAIELNVTHSAISQHVKTLEQHLNCQLFVRVSRGLMLTTEGENLLPVLNDSFDRIAGMLDRFANHRAQEKLKIGVVGTFATGVLFSQLEDFRRGYPHIDLQL 127 
MS16.2  MTRSYLPLNSLRAFEAAARHLSFTHAAIELNVTHSAISQHVKTLEQHLNCQLFVRVSRGLMLTTEGENLLPVLNDSFDRIAGMLDRFANHRAQEKLKIGVVGTFATGVLFSQLEDFRRGYPHIDLQL 127 
MS13.1  MTRSYLPLNSLRAFEAAARHLSFTHAAIELNVTHSAISQHVKTLEQHLNCQLFVRVSRGLMLTTEGENLLPVLNDSFDRIAGMLDRFANHRAQEKLKIGVVGTFATGVLFSQLEDFRRGYPHIDLQL 127 
W1104   MTRSYLPLNSLRAFEAAARHLSFTHAAIELNVTHSAISQHVKTLEQHLNCQLFIRVSRGLMLTTEGENLLPVLNDSFDRIAGMLDRFANHRAQEKLKIGVVGTFATGVLFSQLEDFRR--------- 118 
W1061   MTRSYLPLNSLRAFEAAARHLSFTHAAIELNVTHSAISQHVKTLEQHLNCQLFVRVSRGLMLTTEGENLLPVLNDSFDRIAGMLDRFANHRAQEKLKIGVVGTFATGVLFSQLEDFRRGYPHIDLQL 127 
MS25.2  MTRSYLPLNSLRAFEAAARHLSFTHAAIELNVTHSAISQHVKTLEQHLNCQLFVRVSRGLMLTTEGENLLPVLNDSFDRIAGMLDRFANHRAQEKLKIGVVGTFAIGVLFSQLDDFRRGYPHIDLQL 127 
W714    MTRSYLPLNSLRAFEAAARHLSFTHAAIELNVTHSAISQHVKTLEQHLNCQLFVRVSRGLMLTTEGENLLPVLNDSFDRIAGMLDRFANHRAQEKLKIGVVGTFAIGVLFSQLDDFRRGYPHIDLQL 127 
W1059   MTRSYLPLNSLRAFEAAARHLSFTHAAIELNVTHSAISQHVKTLEQHLNCQLFVRVSRGLMLTTEGENLLPVLNDSFDRIAGMLDRFANHRAQEKLKIGVVDTFAIGVLFSQLDD------------ 115 
MS19.1  MTRSYLPLNSLRAFEAAARHLSFTHAAIELNVTHSAISQHVKTLEQHLNCQLFVRVSRGLMLTTEGENLLPVLNDSFDRIAAMLDRFANHRAQEKLKIGVVGTFAIGVLFSQLDDFRRGYPHIDLQL 127 
MS55.2  VTRSYLPLNSLRAFEAAARHLSFTHAAIELNVTHSAISQHVKTLEQHLNCQLFVRVSRGLMLTTEGENLLPVLNDSFDRIAGMLDRFANHQAQEKLKIGVVGTFATGVLFSQLDDFRRGYPHIDLQL 127 
W1111   MTRSYLPLNSLRAFEAAARHLSFTHAAIELNVTHSAISQHVKTLEQHLNCKLFVRVSRGLMLTTEGENLLPVLNDSFDRIAGMLDRFANHRAQEKLKIGVVGTFATG-------------------- 107 
W1105   MTRSYLPLNSLRAFEAAARHLSFTHAAIELNVTHSAISQHVKTLEQHLNCKLFVRVSRGLMLTTEGENLLPVLNDSFDRIAGMLDRFA--------------------------------------- 88 
W730    MTRSYLPLNSLRAFEAAARHLSFTHAAIELNVTHSAISQHVKALEQHLNCQLFVRVSRGLMLTTEGENLLPVLNDSFDRIAGMLDRFASQRAQEKLKIGVVGTFATGVLFSQLADFRRCYPHIDLQL 127 
W401    MTRSYLPLNSLRAFEAAARHLSFTHAAIELNVTHSAISQHVKALEQHLNCQLFVRVSRGLMLTTEGENLLPVLNDSFDRIAGMLDRFASQRAQEKLKIGVVGTFATGVLFSLLADFRRCYPHIDLQL 127 
W645    MTRSYLPLNSLRAFEAAARHLSFTHAAIELNVTHSAISQHVKALEQHLNCQLFVRVSRGLMLTTEGENLLPVLNDSFDRIAGMLDRFASQRAQEKLKIGVVGTFATGVLFSQLADFRRCYPHIDLQL 127 
W113    MTRSYLPLNSLRAFEAAARHLSFTHAAIELNVTHSAISQHVKALEQHLNCQLFVRVSRGLMLTTEGENLLPVLNDSFDRIAGMLDRFASHRAQEKLKVGVVGTFATGVLFSQLADFRRCYPHIDLHL 127 
MS20.1  MTRSYLPLNSLRAFEAAARHLSFTNAAIELNVTHSAISQHVKTLEQHLNCQLFVRVSRGLMLTTEGENLLPVLNDSFDRIAGMLDRFASHRALEKLKIGVVGTFATGVLFAQLDDFRRRYPHIDLHL 127 
MS25.1  MTRSYLPLNSLRAFEAAARHLSFTNAAIELNVTHSAISQHVKTLEQHLNCQLFVRISRGLMLTTEGENLLPVLNDSFDRIAGMLDRFASHRALEKLKIGVVGTFATGVLFAQLDDFRRRYPHIDLHL 127 
        :***********************:*****************:*******:**:*:*************************.******                                 
 
MS22.1  STHNNRVDPAAEGLDYTIRYGGGAWHGTEAEFLCHAPLAPLCTPDIAASLHSPADILRFTLLRSYRRDEWTAWMQAAGEH--- 207 
W1106   STHNNRVDPAAEGLDYTIRYGGGAWHGTEAEFLCHAPLAPLCTPDIAAS---------------------------------- 176 
MS16.2  STHNNRVDPAAEGLDYTIRYGSGAWHGTEAEFLCHAPLAPLCTPDIAASLHSPADILRFTLLRSYRRDEWTAWMQAAGEH--- 207 
MS13.1  STHNNRVDPAAEGLDYTIRYGSGAWHGTEAEFLCHAPLAPLCTPDIAASLHSPADILRFTLLRSYRRDEWTAWMQAAGEHP-- 208 
W1104   ----------------------------------------------------------------------------------- 
W1061   STHNNRVDP-------------------------------------------------------------------------- 136 
MS25.2  STHNNRVDPAAEGLDYTIRYGGGAWHGTEAEFLCHAPLAPLCTPDIAASLHCPADILRFTLLRSYRRDEWTAWMQAAGEHPSP 210 
W714    STHNNRVDPAAEGLDYTIRYGGGAWHGTEAEFLCHAPLAPLCTPDIAASLHCPADILRFTLLRSYRRDEWTAWMQAAGE---- 206 
W1059   ----------------------------------------------------------------------------------- 
MS19.1  STHNNRVDPAAEGLDYTIRYGGGAWHGTEAEFLCHAPLAPLCTPDIAASLHSPADILRFTLLRSYRRDEWTAWMQAAGEHP-- 208 
MS55.2  STHNNRVDPAAEGLDYTIRYGGGAWHGTEAEFLCRAPLAPLCTPDIAASLHSPADILRFTLLRSYRRDEWTAWMQAAG----- 205 
W1111   ----------------------------------------------------------------------------------- 
W1105   ----------------------------------------------------------------------------------- 
W730    STHNNRVDPAA------------------------------------------------------------------------ 138 
W401    STHNNRVDPAAEGLDYTIRYGGGAWHGTDAEFLCPAPLSPLCTPEIASVLKSPADILKFTLLRSYRRDEWAAWMQAAGE---- 206 
W645    STHNNRVDPAAEGLDYAIR---------------------------------------------------------------- 146 
W113    STHNNRVDPAAEGLDYTIRYGGGAWHGTEAQFLCSAPLSPLCSPDIALGLQSPADILKFTLLRSYRRDEWSAWMQAAGE---- 206 
MS20.1  STHNNRVDPAAEGLDYTIRYGGGAWHGTEATFLCSAPLAPLCTPEIAVGLQAPADMLKFTLLRSYRRDEWSAWMQAAGE---- 206 
MS25.1  STHNNRVDPAAEGLDYTIRYGGGAWHGTEATFLCSAPLAPLCTPEIAVGLQAPADILKFTLL--------------------- 189 
                                                                                            

Figura 65. Secuencias parciales de AmpR de los aislados de Enterobacter. En sombreado se marca la valina resultante del codón de inicio alternativo GUG. 
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2.2. Diversidad clonal 

Finalmente se determinó la diversidad clonal entre los aislados de Enterobacter 

mediante XbaI-PFGE. La visualización de los geles reveló una gran diversidad clonal entre 

los aislados independientemente de su orígen. Se analizaron los datos de XbaI-PFGE de 30 

cepas mediante software GelCompar 6.5, los resultados obtenidos están representados 

en la figura 66. Los aislados MS16.2 y MS13.1 que pertenecían a padre e hijo y 

compartían la variante ACT-17 presentaron exactos patrones de bandas. Los aislados que 

habían sido aislados a partir de muestras de los mismos pacientes en momentos 

diferentes de la infección, (W1111 y W1105 con ACT-27; y W1108 y W1109), también 

presentaron patrones de bandas idénticos entre sí, lo que revela que durante todo el 

periodo en el que estos pacientes permanecieron enfermos la infección era causada por 

la misma cepa, la cual no sufrió mutaciones en blaACT a pesar de los tratamientos 

antibióticos recibidos. Por último, los aislados con la variante ACT-17 de muestras clínicas 

y diferentes pacientes mostraron un patrón de bandas distinto entre ellos y con las cepas 

de individuos sanos que poseían la misma variante. 
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Figura 66. Patrones XbaI-PFGE de los aislados de Enterobacter. Datos analizados mediante GelCompar 6.5.  
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3. Morganella 

3.1. Polimorfismo del ampC 

Al realizar el análisis del gen blaDHA cromosómico en los aislados de M. morganii 

encontramos 4 alelos del gen entre los 7 aislados estudiados siendo la variante DHA-1 la 

más frecuentemente encontrada con un 57% de los aislados estudiados. La figura 67 

muestra el cladograma obtenido a partir de las secuencias aminoacídicas deducidas. Dos 

de las variantes detectadas no habían sido descritas hasta la fecha por lo que 

www.lahey.org/studies les asignó un número de variante y las incluimos en GenBank. Los 

aislados, sus variantes, los números de acceso en GenBank y el fenotipo de resistencia a 

beta-lactámicos se presentan en la tabla 58.  

 
Figura 67. Árbol filogenético construido en forma de cladograma realizado a partir de las secuencias 
aminoacídicas deducidas de las diferentes variantes de DHA. Para su realización se ha utilizado la 
herramienta ClustalW-phylogeny del EBI utilizando el método NJ (Neighbour-joining). 
 
Tabla 58. Aislados de M. morganii, alelos de blaDHA, números de acceso GenBank de las variantes nuevas y 
valores de CMIs de antibióticos. 

Aislado 
Alelo 

www.lahey.org 
Nº GenBank-
nucleótidos 

CMI (mg/L) 
Ampicilina Cefotaxima Ceftazidima Cefoxitina 

W97 blaDHA-1 - >256 0,12 0,5 16 
W114 blaDHA-2 - >256 4 16 4 
W117 blaDHA-1 - 256 <=0,06 0,12 8 
W144 blaDHA-1 - >256 0,25 1 64 
W321 blaDHA-1 - >256 0,12 0,25 8 
W453 blaDHA-5 JF273491 256 <=0,06 0,12 8 
W1021 blaDHA-9 KJ207201 ≥256 0,125 1 8 

 
Al realizar el alineamiento de las diferentes variantes detectadas de DHA, vemos 

que los cambios encontrados únicamente se hallan en la primera mitad de la proteína. De 

las regiones descritas como importantes a efectos de funcionalidad, únicamente vemos 

un cambio de glutamina a histidina en el Ω-loop en una de las variantes (Figura 68).  
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DHA-1           MKKSLSATLISALLAFSAPGFSAADNVAAVVDSTIKPLMAQQDIPGMAVAVSVKGKPYYF 
DHA-9           MTKSVSATLISALLAFSAPGFSAADNVAAVVDSTIKPLMAQQDIPGMAVAVSVKGKPYYF 
DHA5            MKKSLSATLISALLAFSAPGFSAADNVAAVVDSTIKPLMAQQDIPGMAVAVSVKGRPYYF 
DHA-2           MKKSLSATLISALLAFSAPGFSAADNVAAVVDSTIKPLMAQQDIPGMAVAVSVKGKPYYF 
                *.**:**************************************************:**** 
 
DHA-1           NYGFADIQAKQPVTENTLFELGSVSKTFTGVLGAVSVAKKEMALNDPAAKYQPELALPQW 
DHA-9           NYGFADIQAKQPVTENTLFELGSVSKTFTGVLGAVSVAKKEMALNDPAAKYQPELALPQW 
DHA5            NYGFADVQAKQPVTENTLFELGSVSKTFTGVLGAVSVAKKEMALNDPAAKYQPELALPQW 
DHA-2           NYGFADVQAKQPVTENTLFELGSVSKTFTGVLGAVSVAKKEMMLNDPAEKYQPELALPQW 
                ******:*********************************** ***** *********** 
 
DHA-1           KGITLLDLATYTAGGLPLQVPDAVKSRADLLNFYQQWQPSRKPGDMRLYANSSIGLFGAL 
DHA-9           KGITLLDLATYTAGGLPLQVPDAVKSRADLLNFYQQWQPSRKPGDMRLYANSSIGLFGAL 
DHA5            KGITLLDLATYTAGGLPLQVPDAVKSRADLLHFYQQWQPSRKPGDMRLYANSSIGLFGAL 
DHA-2           KGITLLDLATYTTGGLPLQVPDAVKNRAELLHFYQQWQPSRKPGDMRLYANSSIGLFGAL 
                ************:************.**:**:**************************** 
 
DHA-1           TANAAGMPYEQLLTARILAPLGLSHTFITVPESAQSQYAYGYKNKKPVRVSPGQLDAESY 
DHA-9           TANAAGMPYEQLLTARILAPLGLSHTFITVPESAQSHYAYGYKNKKPVRVSPGQLDAESY 
DHA5            TANAAGMPYEQLLTARILAPLGLSHTFITVPESAQSQYAYGYKNKKPVRVSPGQLDAESY 
DHA-2           TANAAGMPYEQLLTARILAPLGLSHTFITVPESAQSQYAYGYKNKKPVRVSPGQLDAESY 
                ************************************:*********************** 
 
DHA-1           GVKSASKDMLRWAEMNMEPSRAGNADLEMAMYLAQTRYYKTAAINQGLGWEMYDWPQQKD 
DHA-9           GVKSASKDMLRWAEMNMEPSRAGNADLEMAMYLAQTRYYKTAAINQGLGWEMYDWPQQKD 
DHA5            GVKSASKDMLRWAEMNMEPSRAGNADLEMAMYLAQTRYYKTAAINQGLGWEMYDWPQQKD 
DHA-2           GVKSASKDMLRWAEMNMEPSRAGNADLEMAMYLAQTRYYKTAAINQGLGWEMYDWPQQKD 
                ************************************************************ 
 
DHA-1           MIINGVTNEVALQPHPVTDNQVQPYNRASWVHKTGATTGFGAYVAFIPEKQVAIVILANK 
DHA-9           MIINGVTNEVALQPHPVTDNQVQPYNRASWVHKTGATTGFGAYVAFIPEKQVAIVILANK 
DHA5            MIINGVTNEVALQPHPVTDNQVQPYNRASWVHKTGATTGFGAYVAFIPEKQVAIVILANK 
DHA-2           MIINGVTNEVALQPHPVTDNQVQPYNRASWVHKTGATTGFGAYVAFIPEKQVAIVILANK 
                ************************************************************ 
 
DHA-1           NYPNTERVKAAQAILSALE 
DHA-9           NYPNTERVKAAQAILSALE 
DHA5            NYPNTERVKAAQAILSALE 
DHA-2           NYPNTERVKAAQAILSALE 
                ******************* 
Figura 68. Alineamiento de las diferentes variantes de DHA encontradas. Los cambios aminoacídicos 
respecto a DHA-1 se encuentran sombreados. La región del Ω-loop está señalada mediante subrayado. 
 

3.2. Diversidad clonal  

Del análisis de la clonalidad realizado mediante XbaI-PFGE deducimos que, entre las 

cepas de M. morganii, existe también una alta diversidad clonal como se puede observar 

en la figura 69. Los aislados con DHA-1 no compartían similitud clonal. 
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Figura 69. Patrones XbaI-PFGE de los aislados de M. morganii. Datos analizados mediante GelCompar 6.5.
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4-Beta-lactamasas ESAC  

4.1. Caracterización bioquímica de una beta-lactamasas ESAC de una cepa 

de Enterobacter aerogenes 

 
Las beta-lactamasas ESAC cobran una gran importancia en el ambiente clínico 

debido a su resistencia a las cefalosporinas incluyendo aquellas de cuarta generación; 

además, estudios previos indican que la pérdida de porinas sumada a la presencia de 

beta-lactamasas AmpC pueden provocar resistencia a carbapenémicos sin necesidad de 

presencia de carbapenemasas.  

Durante la estancia con el grupo de investigación del Dr. Hedi Mammeri (Hospital 

Clínico Universitario de Amiens Sur, Universidad Jules Verne Amiens), se realizó la 

caracterización de una beta-lactamasa ESAC procedente de una cepa E. aerogenes 

comparando su actividad cuando es introducida en E. coli con y sin porinas. 

El aislado estudiado fue obtenido de la superficie del estoma de un paciente de 76 

años con adenocarcinoma colorrectal. El paciente fue sometido a una operación de 

Hartmann que consistió en una hemicolectomía izquierda seguida de colostomía terminal 

en una clínica privada de Amiens (Francia). Tres días después de la operación el paciente 

fue transferido a la unidad de cuidados intensivos del hospital universitario de Amiens 

con una hemorragia postoperatoria y neumonía por aspiración. Se le realizó una 

aspiración traqueal de donde se aisló un E. aerogenes con fenotipo salvaje (WT). Se 

comenzó un tratamiento con piperacilina/tazobactam, amikacina y vancomicina. Tras 

recibir los resultados fenotípicos del laboratorio, el tratamiento fue modificado a 

cefepime y ciprofloxacina durante siete días. El paciente mostró mejoría en cuanto a la 

neumonía que sufría. En el día 36 tras su admisión se aisló una cepa de E. aerogenes de la 

superficie del estoma; este aislado fue denominado como E. aerogenes DUB. La 

identificación de ambos aislados, E. aerogenes WT y E. aerogenes DUB, fue confirmada 

mediante espectrometría de masas MALDI-TOF. Las pruebas de fenotipo mostraron que 

E. aerogenes DUB poseía sensibilidad disminuida o resistencia a todas las cefalosporinas 

de espectro extendido y sensibilidad a carbapenémicos, aminoglucósidos, cotrimoxazol y 

fluoroquinolonas. El paciente salió de la unidad de cuidados intensivos sin tratamiento 

antibiótico el día 38 tras su ingreso.  
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Una vez en el laboratorio se realizaron diferentes estudios al aislado de 

E. aerogenes DUB y E. aerogenes WT. Las pruebas de CMI mostraron que la sensibilidad a 

beta-lactámicos era restaurada en el aislado E. aerogenes DUB en presencia de cloxacilina 

(250mg/L) (Tabla 59). 

Se realizaron experimentos fallidos de conjugación para la detección de beta-

lactamasas plasmídicas. Se realizó PCR para la detección de genes cromosómicos 

codificantes de la beta-lactamasa ACT y secuenciación de los mismos. El análisis de las 

secuencias mostró la presencia de una deleción en el residuo Asn289 de la hélice 10 del 

aislado E. aerogenes DUB. La secuencia codificante de la beta-lactamasa de E. aerogenes 

DUB fue incluida en la base de datos de genes GenBank bajo el número de acceso 

KF425524.1. La deleción detectada podría provocar la apertura del lugar de unión a los 

beta-lactámicos R2 provocando el fenotipo ESAC, por lo que se procedió al clonaje para 

su comprobación (Figura 70). El clonaje se realizó en ambos aislados mediante 

electroporación en E. coli TOP10 y E. coli HB4 (carente de porinas) utilizando el kit PCR-

Blunt II-TOPO.  

 

Figura 70. Representación de las estructuras secundarias que rodean al lugar de unión a sustrato R2 en las 
beta-lactamasas AmpC. A) AmpC de E. coli sin sustrato en el lugar de unión (PDB 1KVL) B) AmpC de E. 
coli con una molécula de cefalotina en el lugar de unión a sustrato (PDB 1KVL). La cadena lateral del 
residuo de la asparragina 289 interacciona con la cadena lateral R2 de la cefalotina induciendo un cambio 
conformacional en la hélice H-10 (señalado por una flecha). Representación realizada con el software Swiss-
Pdb Viewer. 
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Tabla 59. CMI (mg/L) de beta-lactámicos de los diferentes aislados y clones.  

Antibiótico E. aerogenes WT a E. aerogenes DUB a E. aerogenes DUB a 

+ CLOXA b 
E. coli TOP10 

(pAmpC-WT) a 
E. coli TOP10 

(pAmpC-DUB) a 
E. coli TOP10 a 

Amoxicilina >256 >256 4 >256 >256 2 

Piperacilina 4 16 2 16 32 2 

Piperacilina-tazobactam c 4 4 2 16 4 2 

Ceftazidima 0.125 64 0.5 16 256 0.125 

Cefepime 0.06 2 0.125 0.06 4 0.06 
a E. aerogenes WT y E. coli TOP10 (pAmpC-WT) producen la beta-lactamasas AmpC de E. aerogenes WT. E. aeroegenes DUB, y E. coli TOP10 (pAmpC-DUB) 
producen la beta-lactamasa AmpC de E. aerogenes DUB. E. coli TOP10 se corresponde con el aislado receptor previo a la introducción de beta-lactamasas. 
b CLOXA, cloxacilina 250 mg/L. 
c Tazobactam 4 mg/L. 
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El fenotipo obtenido del clonaje de esta nueva beta-lactamasa en E. coli TOP10 se 

correspondía con el fenotipo de beta-lactamasa ESAC, con una CMI de cefepime de 

4 mg/L en lugar de 0,06 mg/L (Tabla 59). Además, si comparamos los fenotipos obtenidos 

del clonaje de ampC-WT y ampC-DUB en E. coli HB4 podemos ver el efecto de la ausencia 

de porinas en presencia de ESAC, ya que se obtuvo un mayor nivel de resistencia frente a 

ertapenem e imipenem en el caso de ampC- DUB (8 mg/L y 1 mg/L, respectivamente) en 

comparación con el obtenido para ampC-WT (1 mg/L y 0,125 mg/L, respectivamente). 

Se procedió a la extracción y purificación de las beta-lactamasas AmpC de 

E. aerogenes WT y DUB que mostraron una homogeneidad del 95%. La purificación 

presentó extractos de 0,22 mg/ml y 0,16 mg/ml para AmpC-WT y AmpC-DUB 

respectivamente. Los datos obtenidos de la caracterización bioquímica de las dos beta-

lactamasas se encuentran reflejados en la tabla 60.  

 
Tabla 60. Parámetros cinéticos obtenidos a partir de las beta-lactamasas AmpC-WT y AmpC-DUB.  

 AmpC-WT AmpC-DUB 

Antibiótico kcat(s–1) Km (µM) kcat /Km (µM-1.s-1) kcat(s–1) Km(µM) kcat /Km (µM-1.s-1) 

Cefalotina 93±7 38±5 2.45 22±0.3 30±4 0.7 

 Cefaloridina 690±61 395±31 1.75 198±16 342±28 0.6 

Cefoxitina 86±7 1.39±0.3 62 10±1.5 1.1±0.18 9 

Ceftazidima 1.36±0.25 166±21 0.008 0.2±0.06 0.5±0.15 0.4 

Cefepime ND >1,000 ND 0.8±0.32 354±28 0.002 

Imipenem a 0.03±0.01 4±0.6 0.0075 0.02±0.01 0.6±0.1 0.035 
a Se determinó Ki utilizando cefaloridina como sustrato en lugar de Km para aquellos compuestos con valores 
de Km menores a 5 mM. Los valores son el resultado de la media de al menos tres experimentos 
independientes.  
 

Por último, se realizaron estudios complementarios con el fin de determinar el 

efecto de los diferentes inhibidores de beta-lactamasas en estos casos. Por un lado se 

determinó la CMI de ceftazidima mediante E-test en placas de agar MH y placas de MH 

conteniendo 4 mg/L de avibactam. Los valores obtenidos fueron: 256 mg/L en ausencia 

de avibactam y 2 mg/L en su presencia. Por otro lado, se determinó el IC50 de los 

inhibidores avibactam, ác. clavulánico y tazobactam a partir de los extractos proteínicos 

obtenidos; los resultados están representados en la tabla 61. 
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Tabla 61. Valores de IC50 de los inhibidores de beta-lactamasas ác. clavulánico, tazobactam y avibactam 
para WT y DUB. La determinación se llevó a cabo como la concentración de inhibidor que producía un 50% 
de reducción en la hidrólisis de cefalotina. 
 

beta-lactamasa 
IC50 (µM) 

Ác. clavulánico Tazobactam Avibactam 
AmpC-WT 240 3.1 0.24 

AmpC-DUB  45 2 0.21 

 

 

4.2. Efecto del Avibactam en aislados portadores de ESAC 

 
En continuidad de los resultados obtenidos en el punto 4.1, durante la estancia en 

el grupo del Dr. Hedi Mammeri, (Hospital Clínico Universitario de Amiens Sur, Universidad 

Jules Verne Amiens), nos propusimos ver el efecto producido por el nuevo inhibidor 

Avibactam en aislados productores de ESAC con modificaciones en el lugar de unión R2 ya 

que, recientemente, Livermore y colaboradores habían descrito que algunas 

modificaciones en el loop-omega y en la hélice-11 alteraban la sensibilidad a dicho 

inhibidor. 

Se utilizaron 6 clones recombinantes de E. coli TOP10 de la colección personal del 

Dr. Hedi Mammeri con beta-lactamasas ESAC que poseían alteraciones estructurales 

representativas en el lugar de unión al sustrato R2 ó en las hélices H9 y H10, todas ellas 

estructuras secundarias que rodean el lugar de unión a sustrato R2. Los aislados 

estudiados y sus modificaciones se representan en la tabla 62. 

Se determinaron las CMIs de ceftazidima, cefepime e imipenem en placas de MH y 

placas de MH suplementadas con 4 mg/L de avibactam mediante dilución en agar y E-test 

(Figura 71). La sensibilidad a ceftazidima fue recuperada en todos los aislados en 

presencia de avibactam. Los datos obtenidos se representan en la tabla 62. 
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Tabla 62. Clones recombinantes de E.coli productores de ESAC, alteraciones estructurales y CMIs. CAZ: 
Ceftazidima; AVI: Avibactam; FEP: Cefepime; IMP: Imipenem. 

Clones recombinantes 
CMIs (mg/L) 

Alteraciones 
estructurales CAZ 

CAZ+ 
AVI a 

FEP 
FEP + 
AVI a 

IMP 
IMP+ 
AVI a 

E.coli TOP10 pEC-14 512 0,5 16 0,125 0,125 0,125 Val298Leu 
E.coli TOP10 pEC-16 16 0,25 1 0,06 0,125 0,125 Ser287Leu 
E.coli TOP10 pEC-17 64 0,5 2 0,06 0,125 0,125 His296Pro 
E.coli TOP10 pEC-18 512 0,5 16 0,125 0,125 0,125 Ser287Asn 

E.coli TOP10 pMEV 16 0,25 2 0,06 0,25 0,125 
Duplicación 
Ile282  

E.coli TOP10 pBER 256 1 16 0,125 0,125 0,125 
Duplicación 
Ala294 y Ala295  

ªAvibactam 4 mg/L 

 

 

 
Figura 71. Derecha: E.coli TOP10 pEC-17 E-test de ceftazidima en MH. Izquierda: E-test de ceftazidima 
para el mismo aislado en placa de MH con avibactam 4mg/L. 
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5. Resistencia a carbapenémicos 

 
Analizando los fenotipos de resistencia en los aislados estudiados en esta tesis, se 

observa la presencia de cepas resistentes a carbapenémicos, especialmente a ertapenem. 

Esta observación también ha sido descrita en la literatura, de hecho, en los últimos años 

se está produciendo un aumento en la proporción de aislados de enterobacterias 

resistentes a carbapenémicos. Por este motivo, se decidió estudiar todos los aislados 

resistentes o con resistencia intermedia a ertapenem incluidos en este trabajo. Así 

mismo, durante la realización de esta tesis doctoral, tanto en los hospitales HSP (H. San 

Pedro, Logroño) como en el HCULB (H. Clínico Universitario Lozano Blesa, Zaragoza) 

surgieron casos clínicos de interés en los que estaban implicadas enterobacterias 

resistentes a carbapenémicos: 

- E. coli W1058 aislada de una muestra de orina. 

- C. freundii W1052 y P. aeruginosa Ps121 aislados de una misma herida quirúrgica. 

Todos estos aislados se incluirán y explicarán con más detalle en los siguientes 

apartados de la tesis: 4.1. Cepas clínicas resistentes a carbapenémicos; 4.2. Casos clínicos 

relevantes: 4.2.1. E. coli multirresistente y 4.2.2. Coinfección por C. freundii y P. 

aeruginosa; 4.3. Protocolo de detección de carbapenemasas. 

5.1. Cepas clínicas resistentes a carbapenémicos 

 
En el estudio de aislados procedentes de individuos sanos de esta tesis, observamos 

que ninguno de estos aislados era resistente a carbapenémicos; sin embargo, detectamos 

un total de 21 aislados procedentes de muestras clínicas resistentes a ertapenem. De los 

21 aislados, 12 pertenecían al género Enterobacter, 5 a Citrobacter, uno a la especie 

K. oxytoca, dos a E. coli y uno a S. marcescens. Ninguno de los aislados de Morganella o 

Proteus presentaron resistencia a ertapenem (ErtR). Estos datos muestran que la mayor 

parte de los aislados seleccionados pertenecían al género Enterobacter (Tabla 63). 

En la tabla 63 podemos ver el resumen de los datos obtenidos en estos aislados. 

En todos los aislados, no sólo se realizaron test fenotípicos para la detección de 

BLEE y beta-lactamasas AmpC sino también para la detección de MBL y carbapenemasas 
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de clase A. De los 21 aislados ErtR, únicamente cuatro de ellos, W766, W913, W1061 y 

W1107 mostraron un fenotipo de MBL; además, W1107 presentó fenotipo de 

carbapenemasa de clase A. Sin embargo, a pesar de realizar diversas PCRs para la 

detección de beta-lactamasas, ninguno de estos aislados dio un resultado positivo para 

MBL o carbapenemasas de clase A o D.  

Entre los aislados incluidos en este apartado no se detectaron genes de resistencia a 

carbapenémicos; sin embargo, 16 de los 21 aislados mostraron genes de beta-lactamasas 

AmpC cromosómicas; además, cuatro de estos aislados presentaron a su vez otros genes 

de resistencia a beta-lactámicos. La sobreexpresión de la beta-lactamasa AmpC junto con 

una pérdida de porinas podrían ser responsables del fenotipo de resistencia a ertapenem 

obtenido en estos aislados por lo que se realizaron algunos estudios encaminados en este 

sentido. 
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Tabla 63. Aislados resistentes y con resistencia intermedia a ertapenem, fenotipo de resistencia y genes de resistencia encontrados. 
Aislado Especie Fenotipo de Resistencia Genes de Resistencia Integrones 
W1064 C. freundii 

complex 
AMP, CF, CAZ, CTX, FOX, ERT blaCMY - 

W722 C. freundii AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, FOX, ERTI, NAL, CIP blaTEM-1b, qnrB22, 
qnrS 

- 

W747 C. freundii AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, FOX, ATM, ERT, CHL blaCMY, qnrB51 - 
W811 C. freundii AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, FOX, ATM, ERT blaCMY-86, qnrB30 - 
W907 C. freundii AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, FOX, ATM, ERT blaCMY-105 - 
W644 E. cloacae AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, ATM, FOX, ERT, FEPSDD, CHL, SXT, 

TRI, SUL, STR 
blaACT/MIR, blaTEM - 

W645 E. cloacae AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, FOX, DOR, ERT, CHL, FFL, SXT, TRI, 
NAL, CIP, SULI 

blaMIR-5, blaTEM-40 - 

W714 E. cloacae AMP, CF, FOX, ERT, FFL, CIPI, NAL I blaACT-36 - 
W730 E. cloacae AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, ATM, FOX, DOR, ERT, TETI, FFLI, CIP, 

SUL, KAN, NET, GENI, TOB 
blaMIR-7, blaOXA-224 aacA4’23+gcuD+catB3b+blaOXA-224 

W751 E. cloacae AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, ATM, FEP, FOX, ERT, TET, CHLI, TRI, 
NAL 

blaACT/MIR - 

W766 E. cloacae AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, ATM, FOX, FEPSDD, ERT, TRII, TOB blaACT/MIR - 
W913 E. aerogenes AMP, CF, AMC, FOX, IMP, ERT, FFLI - - 
W1059 E. cloacae AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, ATM, FOX, FEPSDD, ERT, TET, FFL, 

SXT, TRI, NAL, CIP, SUL 
blaACT-24, blaTEM-1b, 
sul2, strA-strB 

- 

W1061 E. cloacae AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, ATM, FOX, FEPSDD, ERT, FFL, NALI blaACT-25 - 
W1104 E. cloacae AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, ATM, FOX, FEP, IMP, DOR, MER, ERT, 

FFL 
blaACT-17 - 

W1105 E. cloacae AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, ATM, FOX, FEPSDD, ERT blaACT-27 - 
W1111 E. cloacae AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, ATM, FOX, FEPSDD, FFLI, ERTI blaACT-27 - 
W1062 K. oxytoca AMP, CF, AMC, CTX, ATM, FOX, ERT, FEP, SXT, TRI, SUL blaTEM-1b, sul2  
W1107 E. coli AMP, CF, AMC, CAZ, CTX, ATM, FOX, IMP, DOR, MER, ERT, FEP, 

FFLI, SXT, TRI, NAL, CIP, SUL, STR, NET, PRL, COL 
blaCMY-2  

W1057 E. coli AMP, AMC, CTX, CAZ,CF, ATM, FEP, FOX, ERT, NAL,CIP, KAN, 
GEN, TOB 

blaOXA-1, aac(3)II, 
strA-strB 

 

W1056 S. marcescens AMP, AMC, FOX, CF, ERT, SXT,TRI, SUL, KANI, STRI, TOBI   
SDDsensibilidad dependiente de dosis 
IResistencia intermedia 
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Una de las estrategias mencionadas se basa en modificaciones en la expresión de 

porinas. Se seleccionaron tres aislados de E. cloacae resistentes a carbapenémicos, W644, 

W645 y W730 (Tabla 64) y se realizó la extracción de porinas de membrana externa y 

visualización de las mismas mediante la técnica SDS-PAGE. La finalidad de este estudio fue 

la observación de las porinas OmpC y OmpF, de la familia de ompK36 (36KDa) y ompK35 

(36KDa) respectivamente, ambas relacionadas con la resistencia a ertapenem e imipenem 

en E. aerogenes y E. cloacae. El aislado W645 no presentó expresión ni de OmpC ni de 

OmpF, mientras que W644 presentó únicamente una de las dos porinas mencionadas, 

probablemente OmpC (Figura 72).  
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Figura 72. Análisis mediante SDS-PAGE de las proteínas de membrana de W644 y W645. Los aislados 
fueron crecidos en diferentes medios con diferente osmolaridad, ya que ésta puede influir en la expresión de 
porinas de membrana. MH: Müeller-Hinton; NB: Nutrient-Broth. Las flechas señalan la localización de las 
proteínas más probables. 

 
Tabla 64. CMIs de carbapenémicos de los aislados W644, W645 y W730. 

Aislado 
CMI mg/L 

IPM ERT MER DOR 
W644 0,5 1 0,25 0.25 
W645 2 4 1.5 1 
W730 1 - 4 - 

 

En segundo lugar, se realizó el análisis de las secuencias de la porina OmpF. En esta 

ocasión, W645 mostró 26 cambios aminoacídicos y la inserción de un aminoácido en la 
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posición 260 si la comparamos con la secuencia de E. cloacae ATCC13047 (Figura 73), 

mientras que el mismo análisis en W730 mostró un codón STOP prematuro en la posición 

85. 

OmpF  MMKRNILAVVVPALLVAGAANAAEIYNKDGNKLDLYGKAVGLHYFSDNDGNDGDKTYARLGFKGETKINDQLTGYGQWEY 80 
W645  MMKRNILAVVIPALLVAGAANAAEIYNKDSNKLDLYGKAVGLHYFSDYAGNDGDQTYARLGFKGETKINDQLTGYGQWEY 80 
W730  MMKRNILAVVIPALLVAGAANAAEIYNKDSNKLDLYGKAVGLHYFSDYAGNDGDQTYARLGFKGETKINDQLTGYGQWGI 80 
      **********:******************.*****************  *****:***********************   
 
OmpF  NFQGNNSEGADAQSGNKTRLAFAGLKFGDAGSFDYGRNYGLVYDAIGITDMLPEFGGDTGVSDNFFSGRTGGLATYRNS 159 
W645  NFQGNNSEGADAQSGNKTRLAFAGLKFGDAGSFDYGRNYGLVYDAIGITDMLPEWGGDTGKSDNFFSSRNGGLATYRNS 159 
W730  QLPG*                                                                           84 
      :: **************************************************:***** ******.*.********* 
 
OmpF  GFFGLVDGLNFGVQYLGKNERTDALRSNGDGWATSLSYDFDGFGMVGAYGAADRTNAQQNLQWGKGDKAEQWATGLKYD 238 
W645  GFFGLVDGLNFGVQYLGKNDRDDAVRSNGDGWATSVSYDFEGFGVVGAYGAADRTNSQQKLDWGKGDKAEQWATGLKYD 238 
      *******************:* **:**********:****:***:***********:**:*:***************** 
 
OmpF  ANNIYLAALYGEMRNAARLDN-GFANKTQDFSVVAQYQFDFGLRPSIAYYKSKAKDVEGIGDEDYINYIDIGATYYFNK 316 
W645  ANNIYLAALYGEMHNAARLSSKGFANKSQDFSVVAQYQFDFGLRPSIAYYKSKAKDVEGIGDEDFINYIEVGATYYFNK 317 
      *************:*****.. *****:************************************:****::******** 
 
OmpF  NMSTYVDYQINQLKDDNKLGINNDDTVAVGLVYQF 351 
W645  NMSTYVDYQINQLKDDNKLGINNDDTVALGLVYQF 352 
      ****************************:****** 

Figura 73. Comparación de la secuencia aminoacídica de la proteína de membrana OmpF de los aislados de 
E. cloacae W645 y W730 con la secuencia de E. cloacae ATCC13047 (GenBank CP001918.1). 

 
Otra de las estrategias que utilizan las bacterias para reducir la cantidad de 

antibiótico en el interior de la célula son las bombas de expulsión. Para estudiar si dichas 

bombas están implicadas en el fenotipo de resistencia a carbapenémicos se utilizan 

inhibidores que las bloquean impidiendo su funcionamiento; por ello, se realizaron 

estudios de CMI en presencia y ausencia del inhibidor de bombas de expulsión: fenil-

arginil-β-Naftilamida (PAβN). Ninguno de los aislados, (W644, W645 y W730) mostró 

diferencias en las CMIs de carbapenémicos en presencia y ausencia del inhibidor (Figura 

74). 

 
Figura 74. E-test de ertapenem en placas de MH (izquierda) y MH+26.3mg/L PAβN (derecha). Aislado 
W645. 
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5.2. Casos clínicos relevantes 
 

5.2.1. E. coli multirresistente W1058 
 

Durante el desarrollo de esta tesis recibimos una cepa del Hospital San Pedro de 

Logroño aislada de una muestra de orina. La cepa llamó la atención de los microbiólogos 

por su alto grado de resistencia, por lo que se decidió estudiarla en profundidad.  

Historia clínica de la paciente 

Para entender de una forma más global la procedencia de esta cepa es necesario 

conocer la historia clínica de la paciente. Se trataba de una mujer de avanzada edad que 

ingresó en urgencias del hospital tras presentar oliguria y fiebre durante cuatro días a 

pesar de estar siendo tratada con trimetroprim/sulfametoxazol. Cuando llegó a urgencias 

presentaba febrícula, hipotensión y saturación de oxígeno disminuida. Su historia clínica 

incluía policistosis renal, enfermedad renal crónica (fase II), hipertensión arterial con 

retinopatía de grado 2, cardiomiopatía dilatada, parkinson e infecciones urinarias 

recurrentes (UTI) provocadas por E. coli sensible a los antibióticos. Los análisis de 

laboratorio revelaron, entre otros signos, leucocitosis con neutrofilia y elevación de los 

niveles de proteína C reactiva, urea, procalcitonina, lactato y creatinina. En el sedimento 

urinario se podían apreciar cantidades >100 leucocitos/campo y de 4 a 10 

eritrocitos/campo. La exploración de la paciente mediante tomografía computarizada y 

ultrasonidos revelaron signos de litiasis renal izquierda, hidronefrosis y pielonefritis 

enfisematosa por lo que se le colocó un catéter urinario mono J y se tomó una muestra 

de orina. De esta muestra de orina se obtuvo un aislado de E. coli sensible a todos los 

antibióticos estudiados de manera rutinaria en el hospital. La paciente fue ingresada y se 

le cambió el tratamiento a ertapenem. Una semana después de ser ingresada la paciente 

desarrolló encefalopatía hipercápnica requiriendo ventilación mecánica. Se observó 

mejoría leve durante unos pocos días, sin embargo, sus síntomas empeoraron 

apareciendo disnea, síndrome confusional, fiebre, insuficiencia respiratoria, signos de 

sepsis y fallo renal. Se inició tratamiento con meropenem. Se tomó una nueva muestra de 

orina de la que se aisló una cepa de E. coli mutirresistente que fue designada como 

W1058. La paciente falleció un día después de recoger la muestra.  



Resultados 

169 | P á g i n a  
 

Estudio de la cepa W1058 

 

Tipificación molecular 

Una vez en nuestro laboratorio, se le realizó el estudio fenotípico y genotípico 

completo a la cepa W1058. Los estudios de tipificación mostraron que pertenecía al 

filogrupo B1 y a la secuencia tipo ST448. La secuencia tipo ST448 está incluida dentro del 

complejo clonal 448 que incluye a su vez a las secuencias tipo 94, 385, 1532, 1780, 1795, 

1988, 2083, 3030, 3110 y 3134 (Figura 75). 

 

Figura 75. Localización del complejo clonal 448. Representación realizada mediante el programa Phyloviz. 

 

Fenotipo de resistencia 

En cuanto a los estudios fenotípicos, se realizó antibiograma a 32 antibióticos y 

combinaciones antibiótico/inhibidor (ampicilina, amoxicilina/ác. clavulánico, piperacilina, 

piperacilina/tazobactam, cefalotina, cefoxitina, cefotaxima, ceftazidima, cefepime, 

aztreonam, imipenem, meropenem, doripenem, ertapenem, estreptomicina, 

gentamicina, kanamicina, tobramicina, amikacina, netilmicina, ácido nalidíxico, 

ciprofloxacina, cloranfenicol, tetraciclina, tigeciclina, colistina, trimetoprim, sulfonamidas, 

trimetoprim/sulfametoxazol, fosfomicina, rifampicina y ác. fusídico). W1058 mostró un 

alto grado de resistencia a todos los antibióticos testados excepto a fosfomicina, 

tigeciclina, tetraciclina y colistina frente a los que resultó sensible. Además presentó CMIs 

mayores o iguales a 256 mg/L para ampicilina, cefotaxima, ceftazidima, cefoxitina, 
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cefepime, aztreonam, imipenem y meropenem. Debido al alto grado de resistencia que 

poseía no se pudo apreciar ningún fenotipo de beta-lactamasa específico (Figura 76). 

 

 

Figura 76. Placas inoculadas con la cepa W1058. A) Test fenotípico para la detección de BLEE (arriba) y 
beta-lactamasas AmpC (abajo). B) Test fenotípico para la detección de BLEE en placa con cloxacilina. C) 
Test fenotípico para la detección de MBL. D) Test fenotípico para la detección de carbapenemasas de clase 
A. 
 

Genotipo de resistencia y virulencia 

Se encontraron numerosos genes de resistencia que justificaron el fenotipo obtenido. 

Destacó la presencia de 6 genes diferentes codificantes de beta-lactamasas: blaVIM-1, 

blaKPC-3, blaSHV-12, blaOXA-9, blaTEM-1a y blaCMY-2. Además W1058 presentó mutaciones en la 

región del promotor/atenuador de ampC (-18, -1 y +58).  

Entre los demás genes de resistencia investigados, se detectaron: floR, catB2 y catA 

que confieren resistencia a cloranfenicol, sul1 y sul2 a sulfonamidas y aph(3’)-I, aac(3)-IV, 

aac(6’)-Ib’, aac(6’)-Ib’-9, aadA1 y strA-strB de resistencia a aminoglucósidos. La 

resistencia a quinolonas (CMI de ciprofloxacina 32mg/L) fue justificada por la presencia de 

las sustituciones Ser83Leu y Asp87Asn en GyrA y Ser80Ile en ParC. No se encontraron 

mutaciones en GyrB ni genes transferibles de resistencia a quinolonas (qnr, qepA, oqxAB 

o aac(6’)-Ib-cr). 

De los genes de virulencia testados (eae, papC, hly, papGIII, fimA, cnf1, stx1, stx2, bfp, 

hlyA1, rfbO25b), W1058 únicamente presentó el gen fimA. 

Se llevaron a cabo varios estudios con la finalidad de determinar los entornos 

genéticos de los genes de beta-lactamasas y la posible coexistencia de otros genes de 

resistencia en estructuras móviles. 
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Entornos genéticos de beta-lactamasas 

El gen codificante de la metalo-beta-lactamasa VIM-1 se encontró en un nuevo 

integrón de clase 1 que portaba a su vez otros casetes génicos de resistencia. La 

expresión de dichos genes estaba regulada bajo un promotor de tipo PcS. Este integrón 

contenía los casetes génicos en la siguiente disposición: 

blaVIM-1+aac(6´)-Ib’+aphA15+aadA1+catB2 (Figura 77). Esta estructura no había sido 

descrita hasta la fecha por lo que le fue asignado el número In916 a través de la página de 

referencia http://integrall.bio.ua.pt. Posteriormente, la secuencia del integrón fue 

introducida en la base de datos de genes GenBank bajo el número de acceso KF856617.  

Aguas arriba de blaCMY-2 se encontró la secuencia de inserción ISEcp1 pero no se 

encontró el gen blc aguas abajo. No amplificó ninguna de las demás estructuras descritas 

previamente (Figuras 38 y 77). 

El gen blaSHV-12 también se encontró aguas abajo de una secuencia de inserción, en 

este caso se trató de IS26 (Figura 77). 

En cuanto al gen blaKPC-3 se encontró flanqueado por las secuencias de inserción 

ISKpn7 y ISKpn6 aguas arriba y aguas abajo respectivamente y asociado al transposón 

Tn4401 (Figura 77). Los genes blaOXA-9 y blaTEM-1a se encontraron en la estructura 

tnpR+aac(6’)-Ib’-9+aadA1/blaOXA-9+tnpR+blaTEM-1+tnpB+strB+strA+sul2 asociada al 

transposón Tn1331 (Figura 77). 
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blaCMY-2

aadA blaOXA-9aacA(6’)-Ib’9 blaTEM-1a strB strA sul2tnpR tnp Btnp R

qacED1intI1 blaVIM-1 aacA(6’)-Ib’ aadA1aphA15 orf5catB2 sul1

ISKpn7 blaKPC-3 ISKpn6

IS26 blaSHV-12

A

B

D

E

C

500pb

ISEcp1

 
Figura 77. Estructuras genéticas asociadas a genes bla en W1058. Los genes de resistencia a antibióticos se encuentran representados mediante flechas y los genes de 
transposasas mediante rectángulos. La línea vertical dentro del rectángulo que representa a tnpR indica que es un gen truncado (N terminal ausente). Los óvalos negros 
representan las regiones attC de los casetes génicos. 



Resultados 

173 | P á g i n a  
 

Contenido plasmídico y estudios de transformación 

Se estudió el contenido plasmídico de W1058 mediante extracción plasmídica y 

PFGE-S1 encontrando la presencia de más de cuatro plásmidos con tamaños entre <2kb y 

388kb (Figura 78).  

Se realizaron estudios de hibridación con sondas de los genes de beta-lactamasas, los 

diferentes replicones y el 16S rDNA Se detectaron los replicones IncA/C, IncFII (F2:A-:B-) y 

ColETP  (Figura 78). Gracias a estos estudios se dedujo que el gen blaKPC-3 se encontraba en 

un plásmido de 145,5kb perteneciente al grupo de incompatibilidad IncFII (ST2) y el gen 

blaVIM-1 en un plásmido no tipable de 388kb. Los plásmidos IncA/C y ColETP tenían un 

tamaño de ~87kb y ~2kb respectivamente (Figura 78). 

 
Figura 78. Plásmidos de E.coli W1058 tras extracción plasmídica (izquierda) y PFGE-S1 (derecha) y 
resultados de hibridaciones. 
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El plásmido ColETP que se denominó pNPO1, se secuenció completamente a partir de la 

extracción plasmídica y se incluyó en la base de datos de genes GenBank bajo el número 

de acceso KF992024. No se encontraron genes de resistencia ni de movilización mob 

entre los 1917 nt que poseía pNPO1. Se encontró una secuencia de lectura abierta (ORF) 

de 100 aminoácidos que presentó un “dedo de zinc” de clase Zn2/Cys6 (Zinc Ribbon) y un 

dominio transmembrana TM2. Esta proteína presentó una identidad del 99% con una 

proteína hipotética de función desconocida descrita en Salmonella enterica subsp. 

enterica serovar Soerenga str 695 (GenBank accession no. ESF63298). Es importante 

destacar, que la misma proteína se ha encontrado previamente interrumpida por el 

elemento Tn4401-blaKPC-2 en el plásmido pBC633 en una cepa de K. pneumoniae 

resistente a carbapenémicos (GenBank accession no. EU176012). 

Con el fin de determinar la capacidad de transferencia de los plásmidos detectados, se 

llevaron a cabo ensayos de electrotransformación. Se obtuvieron cepas transformantes 

en las placas suplementadas con imipenem. Las células transformadas poseían resistencia 

a penicilinas, carbapenémicos, aminoglucósidos y cloranfenicol así como un fenotipo de 

carbapenemasa de clase A. Tanto los genes blaKPC-3, blaTEM-1a, blaOXA-9, aadA1, aac(6’)-Ib’-9, 

aac(3)-IV y floR como los replicones IncFII y ColETP fueron detectados en estas cepas, lo 

que indica una co-transferencia de ambos plásmidos (Figura 79). Ninguno de los demás 

genes encontrados en W1058, ni el plásmido IncA/C fueron detectados en los 

transformantes. 

 

Figura 79. Plásmidos y genes transferidos mediante transformación. 
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5.2.2. Coinfección por Citrobacter freundii y Pseudomonas aeruginosa resistentes a 

carbapenémicos 

 
Otro de los casos clínicos que resultaron relevantes durante el desarrollo de esta tesis 

se debió a una coinfección por una cepa de C. freundii y una de P. aeruginosa. En este 

caso, lo más destacable fue la resistencia a carbapenémicos asociada a la posible 

producción de MBL en ambas cepas. 

 

Historia clínica del paciente y aislamiento de las cepas 

 

El paciente era un hombre de 44 años que fue admitido en urgencias 17 meses 

después de haber recibido un trasplante hepático. En el momento de su admisión 

presentaba deterioro general, fiebre e importante afectación vascular provocada por una 

crioglobulinemia secundaria a hepatitis C. El paciente fue ingresado en la UCI y tratado 

con corticoides, inmunosupresores y plasmaféresis; además, fue necesaria la realización 

de una esplenectomía y una traqueostomía. Cuatro semanas después del ingreso, el 

paciente sufrió una hemorragia gastrointestinal alta secundaria a necrosis gástrica, por lo 

que se le realizó una resección gástrica. De la muestra de la herida quirúrgica se 

obtuvieron un aislado de C. freundii que se denominó W1052 y un aislado de P. 

aeruginosa, Ps121. El paciente fue tratado con diversos antifúngicos y antibióticos. Entre 

los antibióticos utilizados se encontraban: ciprofloxacina, colistina, meropenem, 

trimetoprim/sulfametoxazol, linezolid, teicoplanina y tigeciclina. A pesar de la amplia 

terapia antimicrobiana recibida, el paciente falleció 24 días después debido a una sepsis 

severa que afectaba a varios órganos. 

 

Estudio de los aislados Ps121 y W1052 

 

Fenotipo de Resistencia 

Los estudios fenotípicos mostraron que ambas cepas eran resistentes a todos los 

beta-lactámicos, incluyendo los carbapenémicos. Asimismo, presentaron resistencia a 

estreptomicina, gentamicina, kanamicina, tobramicina, netilmicina, fosfomicina y ácido 
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nalidíxico. Además, la cepa de P. aeruginosa mostró también resistencia a ciprofloxacina. 

Ambas cepas fueron sensibles a amikacina y colistina. Se realizó la CMI de 13 

antimicrobianos que incluían beta-lactámicos y quinolonas. Los resultados (Tabla 65), 

revelaron alto grado de resistencia a beta-lactámicos. 

Los test fenotípicos dieron resultados positivos en cuanto al fenotipo característico de 

MBL en ambas cepas, tanto mediante Etest como por test de doble disco.  

 

Tabla 65. Valores de CMI de 13 antimicrobianos en los aislados C. freundii W1052 y P. aeruginosa Ps121.  

Cepa 
CMI (mg/L)ª 

AMP CAZ ATM FOX CTX FEP IPM MEM NAL CIP LVX NOR OFX 

W1052 >256 >256 64 >256 256 16 256 64 512 0.5 2 4 2 

Ps121 >256 >256 128 >256 >256 >16 >256 256 >512 16 16 32 64 

ªAMP: ampicilina, CAZ: ceftazidima; ATM: Aztreonam; FOX: cefoxitina; CTX: cefotaxima; FEP: cefepime; 
IPM: imipenem; MEM: meropenem; NAL: ácido nalidíxico; CIP: ciprofloxacina; LVX: levofloxacina, NOR: 
norfloxacina; OFX: ofloxacina. 

 

Genotipo de Resistencia 

Dado que ambas cepas presentaron perfiles fenotípicos de MBL, quisimos 

comprobar si entre ambas se había producido una transferencia “in vivo” de elementos 

génicos que conferían resistencia a carbapenémicos.  

Los estudios de genotipo realizados en ambas cepas mostraron la presencia del gen 

codificante de MBL, blaVIM-2, como casete génico de un integrón de clase 1. Los inte-

grones detectados diferían entre ambas especies. En la cepa de P. aeruginosa se 

encontraron dos integrones de clase 1 que portaban blaVIM-2 con las estructuras: 

intI1+blaVIM-2+qacE∆1+sul1, y intI1+blaVIM-2+aac(6´)-Ib´+aadA1+ISPa34+blaVIM-2+ 

+qacE∆1+sul1; por lo que la Ps121 presentaba 3 copias del gen de resistencia a 

carbapenémicos. La expresión de ambos integrones estaba regulada por el promotor 

PcH1 (Figura 80). 

El Citrobacter W1052 presentó el gen blaVIM-2 en un integrón de clase 1 defectivo en 

su segmento conservado 3’ (CS). Se realizaron numerosas PCRs para identificar los 

elementos genéticos del extremo 3’ del integrón identificando la estructura 

intI1+aac(6´)-Ib´+blaVIM-2+aac(6´)-Ib´ (Figura 80). Ninguno de los genes tni pertenecientes 
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a las estructuras del transposón Tn402-like fueron detectados. El promotor regulador de 

la expresión de este integrón fue de tipo PcS. 

Para determinar la localización del gen blaVIM-2 se realizó PFGE-S1 y PFGE-I-Ceu-1 

seguidas de hibridación con sondas de blaVIM-2 y 16S rDNA. Estos estudios permitieron 

localizar el gen blaVIM-2 tanto en cromosoma como en un plásmido menor de 48.5kb en la 

cepa de C. freundii, mientras que en el caso de Ps121 únicamente se halló en el 

cromosoma. La técnica de PBRT no mostró ningún resultado positivo. 

En un estudio más detallado de W1052 se observaron otros mecanismos de 

resistencia. En cuanto a la resistencia a beta-lactámicos, W1052 poseía la variante 

cromosómica de AmpC blaCMY-51; dicha variante conservaba los entornos genéticos 

habituales (ampR-blaCMY-51-blc) (Figuras 9 y 80). Por otro lado, enfocándonos en los 

mecanismos de resistencia a quinolonas, se detectó la sustitución Thr83Ile en la proteína 

GyrA y una secuencia parcial de 287pb del gen qnrB (de las 645pb que posee 

habitualmente qnrB) flanqueado por los genes pspF y sapA (Figura 80). La región de 

1030pb que comprendía desde pspF hasta sapA poseía una identidad del 99% con el de 

C. freundii ATCC8090 (GenBank AB734052). Saga y colaboradores en 2013 demostraron, 

mediante estudios de transformación en E. coli, que este gen qnrB truncado no afectaba a 

la sensibilidad a quinolonas, por lo que no se continuó con estudios de este tipo. 

P. aeruginosaPs121

C. freundiiW1052

intI1 aac(6’)-Ib’ blaVIM-2 aac(6’)-Ib’ qacED1 sul1

ampR blaCMY-51 blc

intI1 blaVIM-2 qacED1 sul1

intI1 blaVIM-2 aac(6’)-Ib’ aadA1 qacED1 sul1blaVIM-2ISPa34

pspF sapAqnrB

 

Figura 80. Estructuras genéticas detectadas en la cepas de C. freundii y P. aeruginosa. 
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5.4. Protocolo de detección de carbapenemasas 

 
Debido a que la detección de beta-lactamasas AmpC, MBL, BLEE y carbapenemasas 

de clase A está basada en el uso de inhibidores y a la inexistencia de un método de 

detección fenotípico de carbapenemasas de clase D que fuera rápido, sencillo y fiable; 

durante la estancia en el Centro Hospitalario de Amiens nos planteamos la hipótesis de 

poder desarrollar un nuevo método fenotípico de detección basado en el uso del nuevo 

inhibidor avibactam.  

Para realizar este estudio se utilizaron 20 aislados, 14 aislados de la colección del 

Prof. Mammeri y 6 de la colección del Dr. Christophe de Champs (Reims, Francia). Estos 

expresaban las principales beta-lactamasas de clase A, B, C y D solas o combinadas con 

pérdida de porinas: 

- 8 aislados productores de carbapenemasa de clase D OXA-48:  4 E. coli, 2 

K. pneumoniae, 1 C. braakii y 1 E. cloacae. 

- 4 aislados productores de carbapenemasas de clase A: 

o 2 K. pneumoniae y 1 E. cloacae KPC-positivos  

o 1 E. cloacae IMI-3-positivo 

- 3 aislados productores de MBL: 

o 1 E. coli NDM-positiva  

o 2 K. pneumoniae VIM-1-positivas 

- 1 K. pneumoniae AmpC-positiva deficiente en porinas. 

- 1 K. pneumoniae productora de SHV-5, AmpC-positiva y deficiente porinas. 

- 2 K. pneumoniae productoras de BLEE deficientes en porinas. 

- 1 E. coli carente de beta-lactamasas y deficiente en porinas (Tabla 66). 

 

Una vez obtenida esta colección, se realizaron estudios de CMI de imipenem, 

meropenem, doripenem, ertapenem, ertapenem en presencia de 250mg/L de cloxacilina 

y ertapenem en presencia de 4 mg/L de avibactam. Como se puede observar en la tabla 

66, aquellos aislados cuyo único mecanismo de resistencia era la carbapenemasa OXA-48 

no poseían CMI de carbapenémicos tan elevadas como cuando estaba presente algún 
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otro tipo de carbapenemasa. Por este motivo la presencia de OXA-48 es difícil de detectar 

fenotípicamente.  

Se realizaron pruebas de sinergia entre avibactam y ertapenem. Este estudio se 

realizó sobre placas de MH suplementadas con cloxacilina para inhibir el efecto de las 

beta-lactamasas AmpC que podría alterar el resultado. Para ello, se sembraron las placas 

con el microorganismo a testar y se colocaron discos de ertapenem a diferentes 

distancias de discos blancos. Sobre los discos blancos se añadieron diferentes 

concentraciones de avibactam. Al realizar esto, observamos que se producía una 

inhibición no esperada alrededor de los discos con avibactam; esta inhibición podría ser 

debida al hecho de añadir el avibactam directamente sobre el disco que había sido 

previamente colocado en el agar, por lo que decidimos repetir el ensayo con discos pre-

impregnados con avibactam. Tras la repetición, se observó que efectivamente el 

ertapenem y el avibactam provocaban un efecto sinérgico en aquellos aislados 

productores de carbapenemasas de clase D y también en aquellos productores de IMI, 

KPC y de BLEE unido a pérdidas de porinas. De las pruebas de distancia y concentraciones 

obtuvimos unos mejores resultados al utilizar 3 µg de avibactam y una distancia de 5 mm 

desde donde acaba el halo de inhibición del ertapenem al disco de avibactam, por lo que 

a partir de ese momento se utilizaron esas condiciones en los siguientes ensayos.  

En la figura 81 vemos un esquema de los resultados obtenidos en este ensayo.  

SINERGIA POSITIVA SINERGIA NEGATIVA

OXA-48 KPC BLEE+pérdida de 
porinas

Test de Sinergia de Doble disco ERTAPENEM/AVIBACTAM

AVI
AVI AVI AVI

MBL   o
AmpC+pérdida de porinas

 
Figura 81. Resultados del test de doble disco ertapenem/avibactam utilizando 3µg de avibactam y una 
distancia de 5 mm desde el final de la zona de inhibición del ertapenem al disco de avibactam. 
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Obtuvimos sinergia tanto en aislados con OXA-48 como en aquellos aislados 

productores de BLEE con pérdida de porinas y aquellos productores de carbapenemasas 

de clase A. Aunque la morfología de la sinergia era diferente entre los diferentes 

mecanismos de resistencia (Figura 81), se realizaron pruebas complementarias con el fin 

de generar un método completo que diferenciara OXA-48 de los demás mecanismos de 

resistencia. 

Los aislados con expresión de MBL o de AmpC sumada a la pérdida de porinas no 

presentaron sinergia. Para comprobar el mecanismo implicado se realizó el test de 

potenciación en disco Moxalactam+EDTA (Pluquet et al., 2011). Aquellos aislados que 

dieron un resultado positivo presentaban MBL, mientras que los que mostraron un 

resultado negativo se correspondieron con los aislados con AmpC y pérdida de porinas 

(Figura 82). Otros métodos basados en la quelación de metales necesarios para la 

actividad de las MBL pueden ser igualmente utilizados en este punto. 

SINERGIA POSITIVA SINERGIA NEGATIVA

OXA-48 KPC BLEE+pérdida de 
porinas

Test de Sinergia de Doble disco ERTAPENEM/AVIBACTAM

Test de potenciación en 
disco MOX+EDTA

SINERGIA No SINERGIA

MBL AmpC+pérdida de 
porinas

AVI
AVI AVI AVI

 
Figura 82. Resultados test de doble disco avibactam/ertapenem y pruebas complementarias en el caso de que 
este test sea negativo (Test de potenciación en disco Moxalactam/EDTA). 
 

Por otro lado, se realizó el test sinérgico de doble disco ertapenem/ácido borónico a 

todos los aislados. De los aislados que habían presentado una sinergia positiva en el test 
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con avibactam, únicamente presentaron sinergia positiva con ácido borónico aquellos que 

poseían carbapenemasas de clase A (Figura 83).  

 

SINERGIA POSITIVA

Test de Sinergia de Doble disco ERTAPENEM/AVIBACTAM

Test de Sinergia de Doble disco ERTAPENEM/Ác. BORÓNICO

NO SINERGIA SINERGIA

Carbapenemasa de clase ABLEE+pérdida de porinas
u

OXA-48

SINERGIA NEGATIVA

 

Figura 83. Tests necesarios e interpretación de resultados en caso de que el test de sinergia de doble disco 
ertapenem/avibactam sea positivo.  

 

Finalmente, nos quedaba planificar un método que nos permitiera diferenciar los 

aislados productores de OXA-48 de los aislados con BLEE+pérdida de porinas. La 

estrategia que seguimos con este fin la denominamos test sinérgico de doble tira o 

“Double strip synergy test” (DSST). Este test consiste en colocar sobre la placa de 

MH+cloxacilina sembrada con el microorganismo a testar, una tira de E-test de 

amoxicilina/ácido clavulánico e incubarla durante una hora. Pasado este tiempo, se retira 

y se coloca, en la misma posición, una tira de E-test de ertapenem y se incuba 

normalmente. Además, se debe incluir una segunda tira de ertapenem de la forma 

habitual como control para comparar el resultado. Tras este experimento observamos 

una reducción de la CMI, mayor o igual a 4 diluciones en los aislados que presentaban 

BLEE+pérdida de porinas y una reducción menor a 4 diluciones en los aislados con OXA-48 

(Figura 84). Llegados a este punto y basándonos en los datos obtenidos de los aislados 

testados, realizamos un algoritmo que permite la diferenciación de los diferentes 

mecanismos de resistencia a carbapenémicos en enterobacterias (Figura 85, Tabla 66). 
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SINERGIA POSITIVA

Test de Sinergia de Doble disco ERTAPENEM/AVIBACTAM

Test de Sinergia de Doble disco ERTAPENEM/Ác. BORÓNICO

NO SINERGIA SINERGIA

Carbapenemasa de clase A
Test sinérgico de doble tira DSST

Reducción  < a 4 diluciones Reducción  ≥ a 4 diluciones

ERTAPENEM AMOXICILLIN-

CLAVULANATE

+ ERTAPENEM

MIC = 8 mg/L

MIC = 0,5 mg/L

ERTAPENEM AMOXICILLIN-

CLAVULANATE

+ ERTAPENEM

MIC = 2 mg/L

MIC = 1 mg/L

OXA-48 BLEE+pérdida de porinas

SINERGIA NEGATIVA

 

Figura 84. Tests necesarios e interpretación de resultados en caso de que el test de sinergia de doble disco 
Ertapenem/ác. borónico sea negativo.  
 
En la figura 85 podemos ver el diagrama completo para la detección de carbapenemasas 

obtenido. 

Para la obtención de los resultados de una manera más rápida, es conveniente 

realizar los diferentes test fenotípicos a la vez y no de manera secuencial. 

Durante la realización de este estudio, se publicó un trabajo sobre el uso de 

temocilina como indicador de la posible presencia de carbapenemasas de clase D. Este 

estudio ponía de manifiesto el alto porcentaje de resistencia a temocilina entre los 

aislados productores de OXA-48, por lo que decidimos realizar el test sinérgico de doble 

disco avibactam/ertapenem utilizando temocilina en lugar de ertapenem y comparar el 

resultado con los obtenidos del uso de ertapenem. Los resultados mostraron una mejor 

resolución cuando se utiliza ertapenem en lugar de temocilina. 
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AVI
AVI

 

Figura 85. Diagrama de pruebas a seguir e interpretación para la detección de carbapenemasas. 
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Tabla 66. Resumen de los resultados obtenidos en las diferentes pruebas fenotípicas de los aislados testados. 

Especie Beta-lactamasa 

CMIs (mg/L) DDST-
AVI d 

DDST-
BAe 

Halo inhibición 
(mm) 

ERT ERT+CLOa 
ERT+ACb 

(DSST) 
ERT+AVIc IMI MER DOR Sinergia Sinergia 

TEM TEM+A
VI 1,5µg 

E. coli OXA-48 2 2 1 0.023 2 1 1 Sí No 8 8 

E. coli OXA-48, TEM-1, CTX-M-2 >32 >32 >32 0.047 1 1 1 Sí No nd nd 

E.coli OXA-48 2 2 2 0.16 1 0.38 0.25 Sí No nd nd 

E. coli OXA-48, CTX-M-9 4 4 4 0.012 4 0.5 0.5 Sí No 8 8 

K. pneumoniae OXA-48, CTX-M-15, TEM-1 8 8 8 0.047 2 1 1 Sí No 8 8 

K. pneumoniae OXA-48, TEM-1, SHV-11, CTX-M-2 >32 >32 >32 0.125 4 >32 4 Sí No nd nd 

C. braakii OXA-48, TEM-1, CTX-M-2 >32 >32 >32 0.023 3 1.5 1.5 Sí No nd nd 

E. cloacae OXA-48, TEM-1, CTX-M-2 >32 >32 >32 0.19 4 >32 4 Sí No nd nd 

K. pneumoniae KPC-2 >32 >32 >32 0.38 8 >32 16 Sí Sí 16 11 

E. cloacae KPC-3, TEM-1, OXA-9 32 32 32 0.25 32 16 8 Sí Sí 22 20 

K .pneumoniae KPC-2, SHV-12 32 32 16 0.25 2 4 2 Sí Sí 16 12 

E. coli NDM-1, TEM-1 32 32 32 32 16 8 4 No No 8 8 

K. pneumoniae VIM -1, SHV-5 >32 >32 >32 >32 >32 >32 >32 No No 8 8 

K. pneumoniae VIM -1, CTX-M-15, CMY-4, TEM-1 4 4 4 4 4 2 2 No No 8 8 

K. pneumoniae f ACC-1, TEM-1 16 0.012 16 0.012 8 2 2 No No 23 21 

K. pneumoniae f CMY-4, SHV-5, TEM-1 32 0.5 32 0.5 16 16 4 No No 17 15 

K. pneumoniae f CTX-M-15, OXA-1, SHV-11 16 16 0.5 0.5 2 8 4 Sí No nd Nd 
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Tabla 66. (Continuación) 

Especie Beta-lactamasa 

CMIs (mg/L) DDST-
AVI d 

DDST-
BAe 

Halo inhibición 
(mm) 

ERT ERT+CLOa 
ERT+ACb 

(DSST) 
ERT+AVIc IMI MER DOR Sinergia Sinergia 

TEM TEM+A
VI 1,5µg 

 

K. pneumoniae f CTXM-15, SHV-11, OXA-1, TEM-1 8 8 0.5 0.25 0.5 0.1 0.5 Sí No 15 11 

E. cloacae IMI -3 >32 >32 0.5 0.19 >32 >32 >32 Sí Sí 20 21 

E. coli HB4 f - 1 1 1 1 0.25 0.25 0.064 No No 8 8 
a cloxacilina 250 mg/L 
b DSST: Test sinérgico de doble tira “double E-test strip synergy test”. AC: Ácido clavulánico. 
c avibactam 4 mg/L  
d DDST-AVI : Test de doble disco ertapenem/avibactam. 
e DDST-BA : Test de doble disco ertapenem/ácido borónico.  
f Aislado carente de porina 
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En esta tesis se han realizado varios estudios encaminados por una parte, al mayor 

conocimiento de los mecanismos utilizados por las enterobacterias para resistir la acción de los 

antibióticos y por otra, a la búsqueda de métodos de detección de estos mecanismos. Este 

conocimiento es de utilidad a la hora de seleccionar la terapia antibiótica adecuada en cada 

situación, lo que evita presiones selectivas innecesarias que pueden incrementar el problema 

de la resistencia. 

Es conocido que las enterobacterias de nuestra microbiota intestinal son portadoras de 

genes y mecanismos de resistencia a antibióticos (Modi et al., 2014; Huddleston, 2014). Por este 

motivo, el estudio de estos mecanismos y la caracterización de los mismos, resulta de gran 

utilidad para conocer su prevalencia y mecanismos de diseminación. El primer objetivo 

abordado en esta tesis fue el aislamiento e identificación de cepas portadoras de genes 

codificantes de pAmpC y cAmpC en enterobacterias de muestras fecales de individuos sanos. 

Se obtuvieron un total de 70 aislados de enterobacterias de las 50 muestras analizadas. Estos 

aislados pertenecían a 9 especies diferentes entre las que, como era de esperar (Smati et al., 

2013), predominaba la especie E. coli seguida por los géneros Citrobacter y Enterobacter. Estos 

tres géneros son portadores de genes intrínsecos  de ampC de localización cromosómica (Jacoby, 

2009). 

En el estudio fenotípico de resistencia realizado en los aislados de muestras fecales de 

individuos sanos se observó un alto porcentaje de resistencia a ampicilina (57%). Se detectó 

diferencia en los patrones de resistencia en función de la especie bacteriana. Los aislados de la 

especie E. coli presentaron mayores porcentajes de resistencia a gentamicina, estreptomicina, 

tetraciclina, ácido nalidíxico, ciprofloxacina, sulfamidas, trimetoprim y 

trimetoprim/sulfametoxazol, mientras que el resto de enterobacterias presentaron unos 

mayores porcentajes de resistencia a beta-lactámicos, probablemente debido a la presencia de 

beta-lactamasas inducibles en la mayoría de las especies que conforman este último grupo 

(Jacoby, 2009). Los porcentajes de aislados con fenotipo de expresión de beta-lactamasas AmpC 

y BLEE positivos, (31 y 4%, respectivamente), son considerables si tenemos en cuenta que el 

medio en el que se realizó el estudio no era un medio selectivo y que los participantes no habían 

consumido antibióticos en los 3 meses previos al muestreo. 

En cuanto a los estudios de caracterización genotípica de los mecanismos implicados en 

la resistencia a ampicilina, observamos la presencia de genes codificantes de beta-lactamasas 

en 37 de los 70 aislados testados, excluyendo los genes ampC cromosómicos de E. coli. E. coli es 

la bacteria más frecuentemente descrita asociada a la expresión de BLEE (EFSA, 2011). De hecho, 
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en este estudio los tres aislados con fenotipo BLEE pertenecían a la especie E. coli y su fenotipo 

fue justificado por la presencia de genes previamente descritos como codificantes de BLEEs (2 

aislados con blaSHV-12 y 1 aislado con blaCTX-M-15+blaOXA-1) (www.lahey.org/studies; EFSA, 2011). 

Las especies con fenotipo AmpC positivo encontradas con mayor frecuencia en esta tesis fueron 

C. freundii (41%) y E. cloacae (36%) seguidas de C. braakii (18%) y E. coli (4,5%). Todas las 

especies de Citrobacter y Enterobacter con fenotipo AmpC aisladas poseen genes cromosómicos 

de beta-lactamasas AmpC inducibles (Jacoby, 2009). 

Se obtuvo la secuencia completa de los genes codificantes de AmpC en todos los aislados 

de Citrobacter y Enterobacter obteniendo una alta variabilidad dentro de los mismos, (11 

variantes de CMY y 7 de ACT). Dentro de las variantes encontradas, 16 no habían sido descritas 

hasta la fecha, por lo que se les asignó un número de variante (www.lahey.org/studies) y se 

incluyeron en GenBank. Todos los genes ampC de estas variantes poseían los entornos genéticos 

cromosómicos típicos y se confirmó su localización cromosómica. Se ha postulado que los genes 

plasmídicos de ampC derivan de genes cromosómicos que en algún momento consiguieron 

movilizarse en elementos móviles y se han propagado y mantenido gracias a la ventaja evolutiva 

conferida en ambientes con antibióticos (Jacoby, 2009; EFSA, 2011). De hecho, en los últimos 

años, se han detectado nuevas variantes cromosómicas diseminadas en elementos movilizables, 

tales como blaCMY-4, blaCMY-9 o blaCMY-25 (Decré et al., 2002; Wachino et al., 2006; Mata et al., 

2012). 

Los aislados de Citrobacter y Enterobacter presentaron resistencia a cefoxitina y 

ampicilina como consecuencia de la presencia y expresión de genes ampC cromosómicos 

inducibles. La excepción fue un aislado, MS22.1, que presentó resistencia intermedia a 

ampicilina y sensibilidad a cefoxitina, dato que podría ser explicado por mutaciones o 

alteraciones en los mecanismos de regulación de la expresión de blaACT-15 (Zeng&Lin, 2009; 

Nordmann&Mammeri, 2007). 

Se determinó la presencia de pAmpC en un aislado de E. coli. Este aislado presentó valores 

de CMI elevados para cefoxitina (128 mg/L), ceftazidima (64mg/L), cefotaxima (16 mg/L) y 

aztreonam (16 mg/L). Estos valores no justificados por las mutaciones encontradas en la región 

atenuadora del gen codificante de su cAmpC, fueron justificados por la presencia de al menos 

dos copias del gen blaCMY-2 codificante de la beta-lactamasa CMY-2. El gen blaCMY-2 fue detectado 

en un plásmido conjugativo de aprox. 78 Kb, perteneciente al grupo IncK. blaCMY-2 se encontró 

precedido de la secuencia de inserción ISEcp1 en las dos orientaciones posibles aguas arriba del 

gen blaCMY-2 y el gen blc aguas abajo del mismo. Este gen ha sido descrito en la literatura con una 
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gran variedad de entornos y asociado a diferentes secuencias de inserción que no han sido 

detectados en este aislado, lo que sugiere que la variedad de entornos que presenta este gen es 

todavía mayor de la descrita hasta el momento (Verdet et al., 2009; Yassine et al., 2014). La 

beta-lactamasa CMY-2 está ampliamente distribuida a nivel mundial en muestras clínicas y 

ambientales asociada a plásmidos de diferentes grupos de incompatibilidad que incluyen IncK, 

siendo ésta la variante plasmídica codificante de CMY la más frecuentemente encontrada 

(Baudry et al., 2009; Ben Sallem et al., 2014; Pascual et al., 2014; Seral et al., 2012). De estos 

datos podemos concluir que el gen blaCMY-2  confiere ventaja evolutiva a las bacterias que lo 

portan, lo que justificaría la amplia diseminación del mismo en diferentes nichos, grupos 

plasmídicos y entornos genéticos (EFSA, 2011). 

En los estudios de localización del gen blaCMY-2 se obtuvieron bandas de hibridación en el 

gel correspondiente a PFGE-S1 para las sondas blaCMY-2 e IncK, tanto en el aislado de E. coli 

MS34.2 como en sus transconjugantes en un plásmido de 78 Kb; sin embargo, se obtuvo también 

una hibridación positiva en el gel de PFGE-ICeu1 para estos genes. La hibridación del segundo 

gel se obtuvo a una altura que se corresponde también con un tamaño molecular de 78 Kb, esta 

hibridación se dio tanto en E. coli MS34.2 como en sus transconjugantes. Estos datos señalan la 

posibilidad de la presencia del plásmido en el gel de I-Ceu1 por lo que, en este tipo de ensayos 

es necesaria la realización de un estudio completo (conjugación, hibridación en membranas de 

PFGE-S1 y PFGE-I-Ceu1) que nos permita asegurar la localización genética del gen de estudio. 

El aislado de E. coli portador de varias copias de blaCMY-2 pertenecía a la secuencia tipo 

ST405 y al grupo filogenético D. Esta secuencia tipo ha sido ampliamente descrita en diferentes 

lugares del mundo y ambientes como productor de CTX-M incluyendo muestras fecales de grajos 

en la República Checa e incluso, se ha visto recientemente asociada a la producción de la metalo-

beta-lactamasa NDM en muestras clínicas (Pitout, 2012; Jamborova et al., 2015; Coppo et al., 

2014). La diseminación de patógenos oportunistas ligados a ciertos linajes genéticos portadores 

de genes de resistencia y con gran capacidad infectiva, se hace cada vez más evidente. En esta 

tesis se ha detectado E. coli ST405 con resistencia a beta-lactámicos debido a la producción de 

pAmpC en muestras fecales de individuos sanos; todos estos datos hacen patente el problema 

de la diseminación. Por otra parte, se están realizando esfuerzos y tomando medidas para la 

detección temprana de clones de E. coli de alto riesgo que permitiría la actuación precoz sobre 

estos clones evitando una mayor propagación (Novais et al., 2014). 

La prevalencia de personas colonizadas por enterobacterias portadoras de pAmpC en el 

estudio realizado fue de un 2%, representando el 1,4% del total de aislados estudiados. Un 
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estudio multicéntrico reciente llevado a cabo en nuestro país, muestra una prevalencia de 

pAmpC del 0.64% en aislados clínicos (Miró et al,.2013); por lo que, viendo nuestros resultados, 

podría existir una prevalencia de pAmpC similar en las enterobacterias de la microbiota 

intestinal normal.  

Los aislados de las muestras fecales de individuos sanos no sólo portaban los genes de 

beta-lactamasas descritos, sino que también se detectaron los genes blaTEM-1 (10 aislados), blaSHV-

1 (2 aislados) y un último aislado portador de blaTEM-1 y blaOXA-1. Estos datos indican que el 50% 

de los aislados de E. coli resistentes a ampicilina eran portadores del gen blaTEM-1. Este gen fue 

descubierto en 1963 y se ha diseminado rápidamente en diversas especies que forman parte de 

la microbiota intestinal humana (Salverda et al., 2010) y de otros animales (Costa et al., 2008). 

Probablemente, blaTEM-1 sea el gen de resistencia a ampicilina más frecuentemente movilizado 

en E. coli intestinal (Briñas et al., 2002). Un estudio reciente realizado en muestras clínicas de E. 

coli multirresistentes muestra un 80% de aislados resistentes a amoxicilina portadores de 

blaTEM-1 (Ruíz del Castillo et al., 2014).  

En cuanto a otros genes de resistencia encontrados en los aislados obtenidos de este 

estudio, se detectaron cuatro aislados de E. coli portadores de integrones de clase 1. Estos 

aislados eran a su vez portadores de otros genes de resistencia a beta-lactámicos además de su 

ampC cromosómico. Dos de las tres combinaciones de casetes génicos presentados por estos 

cuatro aislados (dfrA17+aadA5 y dfrA5) han sido detectadas recientemente en un estudio de 

portadores realizado en India (Dureja et al., 2014), así como en estudios realizados con aislados 

de otras procedencias (Partridge et al.,2011; Carneiro et al., 2010). Además, no es raro encontrar 

otros estudios realizados en nuestro país que muestran la presencia de estos integrones en 

animales de consumo humano, personas sanas y animales salvajes presentes en los núcleos 

urbanos (Sáenz et al., 2010; Marchant et al, 2013; Somalo, 2013, Sacristán et al., 2014). Por su 

parte, el integrón portador de los casetes génicos blaOXA-1+aadA1 se ha encontrado también en 

aislados de E. coli de diversos ambientes, como muestras clínicas o plantas de tratamiento de 

aguas residuales de matadero (Dubois et al., 2003; Moura et al., 2007). Por último, encontramos 

los genes de resistencia a quinolonas qnrB, de localización cromosómica, en 5 aislados de 

Citrobacter; este dato apoya la teoría de que las variantes genéticas de qnrB plasmídicas 

proceden del cromosoma de Citrobacter (Jacoby et al., 2011) y será discutido con mayor 

profundidad posteriormente. 

Viendo los resultados obtenidos en las muestras fecales de individuos sanos, el segundo 

objetivo planteado en esta tesis fue la detección y caracterización de enterobacterias 
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portadoras de beta-lactamasas AmpC en aislados clínicos. Se estudiaron un total de 81 aislados 

de muestras clínicas de diferentes especies y procedentes de varios hospitales españoles. Todos 

los aislados seleccionados en este estudio eran resistentes a ampicilina. Se detectó la presencia 

de beta-lactamasas de tipo AmpC en un 72% de los aislados y se analizaron los resultados 

obtenidos en función del género bacteriano. 

El género Citrobacter presenta varias especies portadoras de genes codificantes de 

cAmpC (Jacoby, 2009). De los 31 aislados estudiados, 26 pertenecían a especies descritas como 

portadoras de ampC cromosómico pero únicamente 24 de ellos mostraron el gen blaCMY en su 

cromosoma.  

De los 31 aislados estudiados, cuatro presentaron el gen de resistencia a ampicilina 

blaTEM-1 (13%). Este gen se detectó también en el 25% de los aislados de E. coli de muestras 

fecales de individuos sanos, lo que demuestra la alta diseminación de dicho gen en diversas 

especies y no únicamente en aislados de E. coli (Ruíz del Castillo et al., 2014; Briñas et al. 2002). 

Además, se encontró el gen blaSHV-5 codificante de BLEE en un aislado de C. amalonaticus que a 

pesar de no pertenecer a una especie portadora del gen ampC cromosómico presentó el gen 

plasmídico blaCMY-2. Este aislado multirresistente fue recuperado a partir de una punta de catéter 

venoso en la UCI de neonatos (anexo I) y poseía a su vez los genes de resistencia aac(6’)-Ib11 y 

cmlA y un integrón de clase 1 portador del gen drfA16; datos que destacan la importancia del 

control de las infecciones por clones multirresistentes en el ámbito hospitalario. 

Se obtuvo un total de 25 aislados ampC positivos entre los que se hallaron 20 variantes 

diferentes del gen blaCMY, polimorfismo que será discutido más adelante. De los 25 aislados 

únicamente uno mostró el gen ampC plasmídico mientras que los demás presentaron el gen 

blaCMY de localización cromosómica y el entorno genético clásico. El aislado con blaCMY-2 

plasmídico presentó el entorno ISEcp1+blaCMY-2+blc pero ninguno de los demás entornos 

presentados por Verdet et al. en 2009. Estos datos corroboran la presencia del gen blaCMY 

cromosómico en las especies C. freundii y C. braakii y señalan, una vez más, a estas especies 

como posibles precursoras del gen plasmídico blaCMY-2 que hoy en día está ampliamente 

diseminado (Baba Ahmed-KaziTani & Arlet, 2014; Bauernfeind et al., 1998).  

Ocho de los aislados de Citrobacter presentaron resistencia a ácido nalidíxico, cinco de los 

cuales presentaron el gen qnrB y tres de estos cinco últimos a su vez presentaron mutaciones 

en GyrA. Sin embargo, ocho aislados de Citrobacter presentaron el gen qnrB sin mostrar 

sensibilidad disminuida a quinolonas. En todos los aislados qnrB positivos, dicho gen poseía una 

localización cromosómica. La presencia de qnrB en el cromosoma de Citrobacter ha sido 
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relacionada con mecanismos de respuesta SOS en condiciones de estrés y probablemente sea 

el origen de las variantes plasmídicas, al igual que ocurría con los genes blaCMY (Jacoby, 2009; 

Jacoby et al., 2011), por lo que Citrobacter parece ser un género implicado en la diseminación 

de genes de resistencia.  

La prevalencia de integrones de clase 1 en los aislados de Citrobacter estudiados fue de 

un 9.7%, todos ellos con los extremos 5’ y 3’ conservados y portando genes de resistencia a 

estreptomicina y trimetoprim. Los integrones portadores de los casetes génicos dfrA1+aadA1 y 

dfrA12+orfF+aadA2 que estaban presentes en aislados de C. freundii, han sido encontrados 

también en aislados de la misma especie en 2012 en Portugal (JX494725.1 y JX560786.1) y han 

sido ampliamente descritos en otras especies (http://integrall.bio.ua.pt/). Por su parte, el 

integrón hallado en el aislado de C. amalonaticus (portador de BLEE y AmpC) que portaba un 

único casete génico (dfrA16) fue detectado por primera vez en Turquía en un aislado de C. koserii 

en 2009 (Ozgumus et al., 2009).  

Por otra parte, se estudiaron 20 aislados del género Enterobacter que presentaron CMIs 

de beta-lactámicos superiores a las presentadas por los aislados del género Citrobacter, siendo 

la mayoría de los aislados estudiados resistentes a ceftazidima y cefotaxima, probablemente 

debido a la selección de las cepas estudiadas. 

Los genes blaACT y blaMIR fueron detectados en 16 de los 20 aislados, todos ellos de 

localización cromosómica y con el entorno genético clásico; sin embargo, no se pudo detectar 

el gen codificante de beta-lactamasa AmpC en ninguno de los 4 aislados de E. aerogenes, a pesar 

de estar descrito en la bibliografía como una de las especies portadoras del mismo en su 

cromosoma (Jacoby, 2009). 

Se detectaron integrones de clase 1 en cuatro de los aislados de Enterobacter, estos 

integrones portaban un mayor número de casete génicos que los encontrados en los aislados 

de Citrobacter. Entre los integrones encontrados cabe destacar la presencia de un integrón 

defectivo en el extremo 3’conservado, que había sido encontrado previamente en aislados de 

E. coli, Salmonella enterica o Shigella sonnei (estX+psp+aadA2+cmlA+aadA1+IS440+sul3) (Sáenz 

et al., 2010; Antunes et al., 2010; Chang et al., 2011). 

Los siete aislados de M. morganii presentaron el gen blaDHA y en tres de ellos se encontró 

a su vez algún otro gen de resistencia a beta-lactámicos (dos aislados con blaTEM y uno con blaPSE). 

En esta especie bacteriana se detectó diversidad en cuanto a otros genes de resistencia 

encontrados, incluyendo genes de resistencia a aminoglucósidos, tetraciclina, sulfamidas y 
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cloranfenicol. Además, tres de los siete aislados presentaron integrones, encontrándose en uno 

de ellos un integrón de clase 2 con la estructura dfrA1+sat1/2+aadA1+YbeA. Esta estructura está 

asociada al Tn7 y es la que se encuentra con mayor frecuencia en los integrones de clase 2 

(http://integrall.bio.ua.pt/; Partridge et al., 2011).  

Se estudiaron 9 aislados de Proteus resistentes a ampicilina. Los cinco aislados que 

presentaron resistencia o sensibilidad disminuida a cefoxitina poseían el gen blaCMY-2 dentro de 

la estructura ISEcp1+blaCMY-2+blc+sugE+ecnR+orf1+orf2+orf3+orf4+dsbC+trac+ISEcp1+blaCMY-2. 

Esta estructura porta dos copias del gen blaCMY-2 y fue descrita en aislados de E. coli y Salmonella 

entérica de diferentes orígenes en 2006 (Kanget al., 2006). Al analizar la localización del gen 

blaCMY-2 en estos aislados encontramos que en dos de los aislados dicho gen se encontraba en un 

plásmido conjugativo mientras que, en otros dos aislados, el gen poseía una localización 

cromosómica. Otros estudios realizados en Europa y en nuestro país en P. mirabilis de origen 

clínico demuestran también esta localización cromosómica del gen blaCMY-2 así como de las 

variantes blaCMY-4, -12,-14,-15,-38 y -45 (Mata et al., 2011; D’Andrea et al., 2011). El estudio realizado 

por D’Andrea y colaboradores atribuye la presencia cromosómica de estos genes blaCMY a la 

movilización del gen blaCMY-2  mediada por la secuencia de inserción ISEcp1 en un clon de 

P. mirabilis seguida de su diseminación y evolución en el tiempo y en un área geográfica extensa 

(D’Andreaet al., 2011). 

Klebsiella pneumoniae es una especie bacteriana con gran capacidad para la adquisición 

de mecanismos de resistencia, que se ha visto implicada en diversos brotes epidemiológicos en 

España (Ruíz et al., 2010; Briñas et al., 2004; Velasco et al., 2009). En el estudio realizado en esta 

tesis, tres de los 6 aislados de K. pneumoniae poseían algún gen plasmídico de beta-lactamasa 

AmpC; dos de ellos con blaDHA-1 y un tercero con blaCMY-2. En los dos aislados con blaDHA-1 se 

encontró a su vez el gen de resistencia a quinolonas qnrB4; esta asociación en integrones 

complejos tiene una gran repercusión clínica y se está describiendo cada vez con una mayor 

frecuencia en aislados de diversos orígenes, incluyendo a los animales de compañía (Hidalgo et 

al., 2013; Schlüter et al., 2014; Pérez-Moreno et al., 2012). Además, se ha detectado la 

transferencia de un integrón complejo portador de estos genes de resistencia a bacterias de la 

especie C. freundii aisladas de una planta de depuración de aguas residuales en Canadá (Yim et 

al., 2013). El control en la diseminación de estos mecanismos de resistencia es de vital 

importancia para evitar futuros problemas. Por otra parte, K. pneumoniae posee genes de beta-

lactamasa de clase A cromosómicos que le proporcionan resistencia a ampicilina, amoxicilina, 

carbenicilina y ticarcilina; entre estos genes encontramos el gen blaSHV-1 y su variante blaSHV-11( 

Haeggmanet al., 2004; Lee et al., 2006). En los aislados de K. pneumoniae de nuestro estudio la 
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variante blaSHV-11 fue la predominante encontrándose en el 100% de los aislados. Un estudio 

realizado en Korea en 2002 mostraba una mayor proporción de la variante blaSHV-11 con respecto 

a blaSHV-1 y  blaSHV-12 en K. pneumoniae (Lee et al., 2006); sin embargo, son necesarios estudios 

que abarquen un número mayor de aislados para poder extrapolar estos resultados y asegurar 

que la variante blaSHV-11 es la predominante en los aislados clínicos de los hospitales estudiados. 

El siguiente objetivo planteado fue analizar el polimorfismo de los genes ampC y qnrB 

detectados en los géneros Citrobacter, Enterobacter y Morganella, así como analizar la 

diversidad clonal que pudiera existir entre los aislados portadores de estos genes. 

Se cree que el gen blaCMY-2 tiene su origen en el cromosoma de Citrobacter y en algún 

momento fue capaz de distribuirse en elementos móviles, probablemente gracias a la 

incorporación de secuencias de inserción en sus proximidades (Seral et al., 2012; Jacoby, 2009). 

Asimismo, Citrobacter parece ser el origen cromosómico de los genes qnrB de resistencia 

quinolonas (Jacoby, 2011), por lo que podemos decir que estamos ante una especie bacteriana 

a la que no se le ha dado una gran importancia en el ámbito clínico debido a que no es la más 

frecuentemente implicada en infecciones, pero que sin embargo, parece haber tenido una gran 

relevancia clínica debido a la posesión cromosómica de estos genes que ahora están tan 

diseminados entre las especies que causan habitualmente infecciones. 

En 1994, Jones y colaboradores observaron que existía una diversidad en los genes ampC 

del género Citrobacter y propusieron su uso como método preliminar potencial de tipificación a 

nivel molecular (Jones et al., 1994). En este trabajo se ha encontrado un amplia diversidad en el 

gen codificante de la beta-lactamasa CMY lo que resultó en la existencia de 29 variantes 

diferentes de esta beta-lactamasa entre 33 aislados; 26 de estas variantes no habían sido 

descritas hasta la fecha por lo que fueron incluidas en la página de referencia para el estudio de 

las beta-lactamasas www.lahey.org/studies, así como en GenBank. Desde que se comenzó este 

estudio hasta la fecha actual han aumentado el número de variantes de CMY encontradas, 

siendo el número actual de 138 variantes diferentes; además, estos datos se corresponden 

únicamente con las variantes aminoacídicas, por lo que si atendiéramos a diferencias 

nucleotídicas, la variedad obtenida sería aún mayor. Los datos señalan que existe un gran 

polimorfismo dentro de este gen, sin embargo, cuando se analizaron las secuencias de nuestras 

variantes se encontró que las regiones implicadas en la actividad enzimática están altamente 

conservadas y no se observaron cambios fenotípicos asociados a cambios en las secuencias 

aminoacídicas. El gen blaCMY podría ser un gen con gran capacidad de mutación. Esta capacidad 

de mutación podría ser un mecanismo de adaptación al medio que podría tener repercusiones 
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clínicas a la hora de los tratamientos ya que, si este gen muta hacia la producción de una beta-

lactamasa AmpC de espectro extendido durante el tratamiento de una infección, podría 

provocar fallos terapéuticos. 

Por otra parte, no sólo observamos un gran polimorfismo en el gen codificante de AmpC 

sino que también encontramos 16 patrones diferentes para el gen regulador de su expresión 

ampR y 9 patrones diferentes en la región comprendida entre ambos genes. Analizando estos 

patrones y su asociación, observamos que la asociación de los patrones A4 (AmpR) y P1 (región 

intergénica ampR/blaCMY) posee una prevalencia mayor, 20% de los 30 aislados analizados. La 

razón por la que esta asociación se da en un número mayor de aislados podría ser que fueran 

los patrones originarios a partir de los cuales, mediante mutaciones debidas a la evolución, se 

han ido obteniendo otras variantes; o bien, podría deberse a que dicha asociación provea de 

algún tipo de ventaja evolutiva a la bacteria que la porta. 

Dentro del género Citrobacter observamos una alta prevalencia del gen qnrB (41% de los 

44 aislados de Citrobacter estudiados), todos de origen cromosómico; pero si analizamos el 

porcentaje de positivos pertenecientes a los 39 aislados de C. freundii complex (que incluye las 

especies C. werkmanii, C. youngae y C. braakii), obtenemos una frecuencia del 46%. En un 

estudio realizado en Massachusetts por Jacoby y colaboradores en 2011 sobre 71 aislados 

pertenecientes a C. freundii complex de origen clínico, obtuvieron una prevalencia del 36,6%, 

mientras que un estudio realizado en Korea por Park y colaboradores en 2007, con 138 aislados 

de C. freundii se obtuvo una prevalencia del 38,4%, por lo que podemos decir que a pesar de 

que nuestra prevalencia es algo mayor que las obtenidas en otros estudios, probablemente 

debido a la menor cantidad de aislados, parece ser que la prevalencia habitual ronda el 40% de 

los aislados. Dentro de los aislados qnrB positivos se observa también polimorfismo, tanto del 

gen qnrB como de los entornos del mismo. En nuestro estudio encontramos un total de 12 

variantes diferentes entre los 18 aislados positivos mientras que en el estudio realizado por 

Jacoby se detectan 15 variantes entre los 26 aislados positivos. Las variantes genéticas más 

frecuentemente encontradas entre los aislados de Citrobacter de esta tesis fueron qnrB9 y 

qnrB47, con tres aislados cada una, seguidas por las variantes qnrB10 y qnrB38 con dos aislados, 

mientras que el entorno más frecuentemente encontrado fue pspF+qnrB+sapA. El estudio de 

Jacoby y colaboradores también mostró una mayor incidencia de qnrB9 entre sus aislados, por 

lo que podría ser la variante más extendida. Por último, cabe destacar que ninguno de nuestros 

aislados de Citrobacter presentó las variantes qnrB2 ni qnrB4. Estas variantes se encuentran 

distribuidas a nivel plasmídico entre diferentes especies de enterobacterias y han sido 
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encontradas en el estudio de Jacoby y colaboradores en un plásmido de multirresistencia 

(Jacoby et al., 2011). 

Al analizar la clonalidad de los aislados, se observó una alta diversidad entre los mismos 

con una similitud menor al 85% con excepción de dos aislados de muestras fecales de individuos 

sanos que presentaron patrones idénticos y que pertenecían a miembros de una misma familia, 

lo que señala que los individuos de una misma familia en ocasiones comparten algo más que 

genes (Song et al., 2013). Analizando en conjunto los datos obtenidos en los aislados de 

Citrobacter, vemos que es un género que presenta amplia diversidad y capacidad de mutación; 

esta capacidad de mutar podría estar relacionada con el hecho de que la correlación entre las 

pruebas bioquímicas y las secuencias del 16S para la determinación de las diversas especies de 

Citrobacter sea imperfecta, lo que provoca una mayor dificultad para la determinación correcta 

de las especies que lo componen y para encontrar un método de tipificación eficiente (She et 

al., 2011; Jacoby et al., 2011), 

Durante el desarrollo de esta tesis hemos podido observar que dentro de cada especie, 

en ocasiones existen miembros que a pesar de pertenecer a una especie determinada no 

presentan todas sus características, lo que provoca que sean clasificados como miembros 

“atípicos” de una especie o se haga incorrectamente (Jones et al., 1994; She et al., 2011; Jacoby 

et al., 2011). La metodología para la determinación de las diferentes especies varía entre 

laboratorios, ya que cada vez existen más métodos para realizar esta determinación (Patel, 

2015; Lee & Chung, 2015; sloots et al. 2015; 

https://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seim

c-procedimientomicrobiologia37.pdf). En esta tesis se han utilizado diferentes metodologías 

que nos han permitido determinar a qué especie pertenecían las bacterias estudiadas. A la vista 

de los resultados obtenidos podemos afirmar que, en ocasiones, el umbral que separa una 

especie de otra se difumina. 

En cuanto a los aislados de Enterobacter, también observamos un alto grado de 

polimorfismo entre sus genes cromosómicos ampC así como una alta diversidad clonal entre los 

aislados estudiados. En el estudio realizado se observa gran polimorfismo tanto en los aislados 

obtenidos de muestras fecales de individuos sanos como en los aislados de muestras clínicas; 

hecho lógico si se tiene en cuenta que Enterobacter, al igual que ocurría con Citrobacter, es un 

patógeno oportunista que habita normalmente en la microbiota intestinal humana. La variante 

encontrada con mayor frecuencia ha sido la variante blaACT-17. Esta variante ha sido detectada 

tanto en muestras fecales como en muestras clínicas. Las regiones genéticas implicadas en 
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cambios fenotípicos relevantes en la práctica clínica están altamente conservadas entre las 

variantes detectadas.  

Se buscaron diferencias en la región intergénica entre los genes ampC y ampR que 

pudieran estar relacionadas con una mayor o menor expresión de ambos genes y por lo tanto 

tener un efecto detectable a nivel genotípico. Se encontraron 10 patrones diferentes entre los 

20 aislados estudiados, siendo el patrón número 4 el más frecuentemente encontrado (2 

aislados de muestras fecales y dos aislados clínicos). No se pudo establecer una relación entre 

los patrones y los fenotipos detectados. Cabe destacar aquí que los dos aislados que presentaron 

variantes de blaMIR poseían el mismo patrón de la secuencia intergénica estudiada. 

El primer gen blaACT descrito en la literatura se trataba de la variante blaACT-1 presente en 

un aislado de K. pneumoniae resistente a imipenem. Esta resistencia es debida a la presencia de 

la beta-lactamasa AmpC plasmídica sumada a una pérdida de porinas (Bradford et al; 1997). 

Desde entonces se han documentado varias variantes plasmídicas en diferentes especies 

bacterianas y ambientes. Se ha encontrado la variante enzimática ACT-10 en Serratia, la ACT-9 

en un aislado de Pantoea agglomerans resistente a ertapenem debido a desrepresión en la 

síntesis de AmpC por mutaciones en AmpD y el gen blaACT-16 en un plásmido conjugable de 119 Kb 

del grupo de incompatibilidad FII, que portaba a su vez los genes blaCTX-M-15; blaOXA-1; blaNDM-1; 

rmtC, qnrB y aac(6’)-Ib-cr (Maet al., 2014; Lee et al., 2011; Dattaet al., 2014). Se cree que las 

variantes plasmídicas poseen su origen en el cromosoma de Enterobacter y que posteriormente 

han sido capaces de movilizarse gracias a elementos de diseminación genética. El gran 

polimorfismo encontrado en los aislados de esta tesis pone de manifiesto la posible 

diseminación de nuevas variantes en un futuro; por lo que estudios encaminados al 

conocimiento de estas variantes cobran un mayor interés clínico debido a que su conocimiento 

podría ayudar a predecir de alguna manera la posible emergencia de clones multirresistentes.  

Se estudiaron 7 aislados de M. morganii entre los que encontramos 4 alelos diferentes del 

gen ampC cromosómico blaDHA. Entre las variantes detectadas destaca la variante blaDHA-1 

encontrada en tres de los aislados. Como ya hemos comentado, esta variante se ha encontrado 

en aislados de diversos orígenes asociada al gen de resistencia a quinolonas qnrB4 por lo que es 

necesario el control de la diseminación de los clones que portan estos elementos genéticos, así 

como de la propagación de los mismos (Hidalgo et al., 2013; Schlüter et al., 2014; Pérez-Moreno 

et al., 2012). Esta variante DHA-1 fue descrita por primera vez en un aislado de Salmonella 

enteritidis de Arabia Saudí (Barnaud et al., 1998), sin embargo, se han descrito nuevas variantes, 

sobre todo en el último año, hasta alcanzar un total de 23. La mayoría de ellas se han descrito 

en M. morganii pero también se han encontrado diferentes variantes en otras especies como 

K. pnemoniae (DHA-2, -3, -15), P. mirabilis (DHA-12), C. koseri (DHA-20) o E. coli (DHA-22) 
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(Fortineau et al., 2001; Wu et al., 2005, AY494945, KM087853, HG798963, KM087848, 

KM087856). Cabe destacar que entre las variantes detectadas en esta tesis no se aprecian 

cambios aminoacídicos en la segunda mitad de la proteína por lo que esta región está altamente 

conservada en los aislados estudiados; sin embargo, si hacemos una comparación entre las 

variantes incluidas en GenBank, observamos la existencia de algunos cambios aminoacídicos en 

la segunda mitad de la secuencia proteica, destacando la variante DHA-22 detectada en E. coli 

que posee varios cambios en la región del loop omega (KM087856.1).  

Realizando un análisis de los datos obtenidos tanto en Morganella como en Citrobacter y 

Enterobacter de esta tesis, observamos que se han descrito un total de 42 variantes de genes 

cromosómicos que no habían sido descritas previamente. Estas variantes podrían ser el origen 

de futuras variantes plasmídicas como ocurrió con las variantes blaCMY-2, blaACT-1 ó blaDHA-1 que 

actualmente se encuentran ampliamente diseminadas; de hecho, en los últimos años se están 

detectando cada vez más frecuentemente la existencia de nuevas variantes plasmídicas de 

AmpC (Wu et al., 2005; Phillipon, 2002; Cheng et al., 2009; Ma et al., 2014; Roy et al., 2009; 

Okubo et al., 2014; Schneider et al., 2014; Miró et al., 2013), por lo que los estudios encaminados 

hacia la vigilancia de su propagación y al conocimiento de la nuevas variantes y sus mecanismos 

de diseminación son necesarios.  

El siguiente objetivo planteado en esta tesis fue el de caracterizar beta-lactamasas de 

tipo ESAC; para ello primeramente nos propusimos la caracterización bioquímica de una beta-

lactamasa ESAC en un aislado de E. aerogenes de origen clínico. 

En este estudio se caracterizaron dos beta-lactamasas AmpC de dos aislados recuperados 

a partir de un mismo paciente. Los aislados se obtuvieron antes y después de diferentes 

tratamientos antibióticos que incluían el cefepime (ampC-WT y ampC-DUB, respectivamente). 

El aislado obtenido tras el tratamiento antibiótico mostró una deleción en la posición 289 de la 

hélice H10 de la beta-lactamasa ACT, así como valores de CMI de piperacilina, ceftazidima y 

cefepime más elevados que el aislado pretratamiento. Este aumento en los valores de CMI 

podría estar relacionado con una mayor apertura del lugar de unión a beta-lactámicos R2 de la 

AmpC, debido a la deleción de la Asn289, que podría provocar un fenotipo de beta-lactamasa 

ESAC (Nordmann & Mammeri, 2007). Los estudios de caracterización bioquímica de ambos 

aislados muestran un aumento en la actividad catalítica del enzima AmpC-DUB con respecto a 

AmpC-WT. Los valores de eficiencia catalítica medidos como Kcat/Km aumentan para 

ceftazidima e imipenem (cefepime con valores de Km>1000 µM), mientras que disminuyen para 

cefalotina, cefaloridina y cefoxitina debido a una disminución en los valores de Km. Estos valores 

indican que la deleción Asn289 influye en la actividad enzimática provocando una hidrólisis más 
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eficiente de las cefalosporinas de tercera y cuarta generación y por lo tanto, provocando un 

fenotipo ESAC. 

Tanto nuestro estudio como un estudio publicado en 2012 en nuestro país demuestran el 

aumento del espectro de resistencia in vivo en aislados de E. aerogenes debido a mutaciones de 

novo, lo que hace cada vez más patente la necesidad del uso prudente de antibióticos que evite 

la aparición de estas nuevas variantes de AmpC de espectro extendido (Martínez-Rodrí 

 

guez et al., 2012). Además, en este estudio se demuestra como la falta de porinas unida 

a estas beta-lactamasas provoca un aumento de la actividad frente a carbapenémicos. 

Los estudios encaminados a determinar la eficiencia de diferentes inhibidores frente a 

estas beta-lactamasas mostraron una elevada eficiencia del avibactam para ambas enzimas 

tanto en extracto crudo como mediante E-test. Esta eficiencia se hace más evidente cuando 

comparamos los resultados con los otros inhibidores testados. En general, para detener la 

actividad de una molécula de beta-lactamasa susceptible de inhibición se necesitan entre 1 y 5 

moléculas de avibactam mientras que para el caso de las beta-lactamasas susceptibles de 

inhibición mediante ácido clavulánico o tazobactam son necesarias de 55 a 214 moléculas de 

dichos inhibidores (Olsen, 2015). Este nuevo inhibidor combinado con cefalosporinas puede 

resultar prometedor en el tratamiento de infecciones por organismos productores de 

beta-lactamasas AmpC (Olsen, 2015; Porres-Osante et al., 2014).  

En 2012, Livermore y colaboradores describieron que algunas modificaciones obtenidas 

in vitro en beta-lactamasas AmpC alteraban la sensibilidad al inhibidor avibactam. Estas 

modificaciones incluían una deleción aminoacídica en el loop-omega y la sustitución 

Asn-346→Ile en la hélice H-11 (Livermore et al., 2012). Se ha demostrado que la sustitución Asn-

346→Ile provoca el aumento del espectro de hidrólisis en la beta-lactamasa de origen 

plasmídico CMY-10 (Lee et al., 2003). Además, esta sustitución ocurre en la vecindad del lugar 

de unión al sustrato R2, el cual es un punto caliente para las mutaciones que provocan la 

ampliación del espectro de hidrólisis de estas beta-lactamasas (Nordmann & Mammeri, 2007). 

Las beta-lactamasas ESAC comprometen la actividad clínica de las cefalosporinas de espectro 

extendido incluyendo cefepime (Nordmann & Mammeri, 2007); e incluso la actividad de los 

carbapenémicos cuando la presencia de estas beta-lactamasas se combina con impermeabilidad 

(Guillon et al., 2011). A la vista de estos datos, y sabiendo que beta-lactamasas ESAC derivan de 

las cefalosporinasas con fenotipo salvaje mediante alteraciones en el lugar de unión al sustrato 

R2, las modificaciones estructurales que provocan la generación de beta-lactamasas ESAC 

podrían resultar en resistencia a avibactam. Por ello, el siguiente objetivo planteado en esta tesis 

fue testar la actividad del avibactam frente a diferentes ESAC con alteraciones estructurales 
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representativas en el lugar de unión al sustrato R2 y en estructuras secundarias que rodean a 

R2. Se utilizaron clones de E. coli TOP10 recombinantes de las diferentes variantes de ESAC y se 

observó que el avibactam restauraba la sensibilidad a ceftazidima en todos ellos, lo que confirmó 

su uso potencial frente a estas mutaciones. Estos resultados están en concordancia con el 

estudio cristalográfico llevado a cabo por Lahiri y colaboradores en el que observaron una baja 

interacción entre el avibactam y el sitio de unión R2 de la beta-lactamasa en P. aeruginosa (Lahiri 

et al., 2013). Recientemente se ha llevado a cabo un estudio realizado con aislados de 

P. aeruginosa, en el que se incubó P. aeruginosa en presencia de diferentes concentraciones de 

ceftazidima y una concentración constante de avibactam con el fin de corroborar si se pueden 

obtener mutantes resistentes. Se obtuvieron mutantes con muy baja frecuencia, todos ellos con 

deleciones en el loop-omega que forma parte del bolsillo de unión a avibactam. En dicho estudio 

se caracterizó la beta-lactamasa AmpC del aislado con la deleción de menor tamaño y se observó 

que esta AmpC es menos inhibida por el avibactam, además de tener una mayor eficiencia en la 

hidrólisis de la ceftazidima (Lahiri et al., 2015). Por último, se ha demostrado en un aislado de E. 

cloacae que sobreexpresaba una ESAC con una deleción de 6 aminoácidos en una región 

involucrada en la unión a avibactam, que esta mutación provoca una menor inhibición por parte 

del avibactam; sin embargo, esta inhibición es dosis dependiente por lo que con mayores dosis 

de avibactam se puede obtener una inhibición completa (Lahiri et al., 2014). Los resultados 

obtenidos en los estudios realizados en esta tesis sumados a los datos obtenidos en otros 

trabajos que demuestran la baja frecuencia en la obtención de mutantes in vitro, la ausencia de 

mutantes en los experimentos in vivo realizados en ratones y una buena inhibición en aislados 

con sobreexpresión de ESAC, aportan esperanzas en la obtención de nuevos tratamientos para 

las infecciones provocadas por bacterias que expresan AmpC. 

Durante el desarrollo de esta tesis se observó un aumento en la cantidad de aislados 

clínicos resistentes a carbapenémicos, especialmente a ertapenem por lo que el siguiente 

objetivo planteado fue el de estudiar en una mayor profundidad aquellos aislados incluidos en 

la tesis que presentaban sensibilidad disminuida e incluso resistencia a carbapenémicos (en 

concreto al ertapenem), así como realizar el estudio completo de los casos clínicos más 

relevantes en los que los aislados presentaron resistencia a carbapenémicos. 

Ninguno de los aislados de las muestras fecales de individuos sanos era resistente a 

carbapenémicos, probablemente debido a la ausencia de presión antibiótica selectiva por el uso 

directo de antibióticos. Sin embargo, 21 de los aislados de muestras clínicas poseían resistencia 

o sensibilidad disminuida a ertapenem. De estos 21 aislados ninguno mostró genes codificantes 

de carbapenemasas; sin embargo, 16 presentaron genes codificantes de otras beta-lactamasas 

que junto con la sobreexpresión de bombas de expulsión activa o la pérdida de porinas de 
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superficie podrían justificar esta resistencia (Ruíz et al., 2012; Cao et al., 2000; Bidet et al., 2005). 

Desde la introducción de los carbapenémicos en la práctica clínica, el número de aislados que 

presentan resistencia a los mismos ha crecido considerablemente. En ocasiones esta resistencia 

se debe a la adquisición de genes de resistencia y en otras ocasiones a una simple pérdida de 

porinas en la superficie bacteriana. La aparición de mutantes de Enterobacter spp. resistentes a 

carbapenémicos debido a la pérdida de porinas es un hecho que se ha constatado tras la terapia 

con imipenem (Lavigne et al., 2013). En esta tesis los aislados W644 y W645 provenían de 

pacientes que habían sido previamente tratados con imipenem, por lo que la ausencia en la 

expresión de los genes codificantes de estas porinas o de la translocación de las mismas a la 

membrana podría deberse a mutaciones ocurridas durante los tratamientos con antibióticos. 

Comenzar con la concienciación y educación en el uso prudente de los antibióticos es de 

vital importancia si queremos conservar opciones terapéuticas, evitar la aparición de bacterias 

resistentes y evitar la diseminación de mecanismos implicados en esta resistencia. Uno de los 

frentes donde hay que actuar es en la educación en prescripción antibiótica reservando en este 

caso el tratamiento con carbapenémicos como última línea de defensa contra enterobacterias 

multirresistentes (Pulcini et al., 2014; Livermore & Woodford, 2006; Bou et al., 2014)). 

El primer caso clínico estudiado en esta tesis hace referencia a un aislado de E. coli 

multirresistente portador de numerosos mecanismos de resistencia a diversas familias de 

antibióticos. El aislado denominado W1058 presentó resistencia a todos los antibióticos 

testados con excepción de colistina, fosfomicina y tigeciclina. Los niveles de resistencia a beta-

lactámicos y carbapenémicos obtenidos fueron muy altos debido a la presencia de 6 genes 

codificantes de beta-lactamasas, entre los que se incluían dos genes codificantes de 

carbapenemasas (blaKPC-3 y blaVIM-1); además, se encontraron mutaciones en la región del 

promotor/atenuador del gen cromosómico ampC. La coproducción de KPC y VIM había sido 

descrita anteriormente en K. pneumoniae en otros países (Perilli et al., 2013; Zioga et al., 2010) 

pero en esta tesis se describe por primera vez en E. coli y en nuestro país. 

En la cepa E. coli W1058 se detectó un número considerable de genes de resistencia a 

cloranfenicol (floR, catB2 y catA); sulfamidas (sul1 y sul2) y aminoglucósidos (aph(3’)-I, aac(3)-IV, 

aac(6’)-Ib’, aac(6’)-Ib’-9, aadA1 y strA-strB), así como sustituciones aminoacídicas en la proteína 

GyrA. Entre los genes detectados destaca por un lado la presencia de dos variantes aac(6’)-Ib’. 

El enzima AAC(6’)-Ib’ posee la sustitución Leu-119�Ser con respecto a la variante AAC(6’)-Ib, 

mientras que AAC(6’)-Ib’-9 posee las sustituciones Gln-118→Leu, Leu-119�Ser y Asp-200→Val. 

Estas sustituciones provocan que las enzimas AAC(6’)-Ib’ confieran el fenotipo de resistencia 

asociado a las enzimas AAC(6’)-II (Lambert et al., 1994). El gen aac(6’)-Ib’-9 ha sido previamente 

descrito asociado a los genes blaVIM-2, blaKPC-2 o blaOXA-48 en aislados de K. pneumoniae (Yong et 
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al., 2006). Por otro lado, destaca la presencia del gen aac(3)-IV que confiere resistencia a 

gentamicina y apramicina a la bacteria que lo expresa. La apramicina es un antibiótico de uso 

exclusivo en veterinaria. La presencia de este gen ha sido descrita en aislados de personas, lo 

que sugiere la necesidad de un uso más prudente de la apramicina en animales (Barreto et al., 

2009; Lim et al., 2011).  

En la cepa W1058 se determinaron los entornos genéticos de los genes codificantes de 

beta-lactamasas. El gen blaVIM-1 se encontró en un plásmido no tipable formando parte del 

integrón In916. La estructura de este integrón no se había descrito hasta la fecha suponiendo la 

primera descripción de la misma en esta tesis (http://integrall.bio.ua.pt; GenBank KF856617; 

Porres-Osante et al., 2014). La expresión de los casetes génicos pertenecientes a este integrón 

estaba regulada bajo un promotor PcS. Este promotor está asociado con una alta expresión y 

una baja eficiencia en la escisión de los casetes génicos (Jové et al., 2010). Los genes blaOXA-9 y 

blaTEM-1a se detectaron en una estructura que se ha visto asociada al transposón Tn1331 (Gootz 

et al., 2009). El transposón Tn1331 incluye los genes de resistencia a antibióticos aac(6’)-Ib, 

aadA1, blaOXA-9 y blaTEM-1 y presenta los genes aadA1/blaOXA-9 fusionados en un único casete 

génico que puede ser escindido en presencia de la integrasa IntI1, lo que permite que se lleven 

a cabo eventos de recombinación (Ramírez et al., 2008; Sarno et al., 2002). 

W1058 presentó el gen blaKPC-3 en un plásmido IncFII de 145.5Kb flanqueado por las 

secuencias de inserción ISKpn7 e ISKpn6, aguas arriba y aguas abajo de blaKPC-3 respectivamente. 

Esta estructura se encuentra asociada al transposón Tn4401 que es capaz de movilizar estos 

genes con una alta frecuencia (Cuzon et al., 2011; Naas et al., 2005; Naas et al., 2008). La 

localización de Tn4401-blaKPC en plásmidos con diferentes tamaños y estructuras incrementa la 

rápida diseminación de estos genes. De hecho, se ha demostrado recientemente que los 

plásmidos portadores de blaKPC tienen un alto grado de plasticidad (Villa et al., 2013). Por otro 

lado, la cepa W1058 presentó un plásmido ColETP-like que fue completamente secuenciado, la 

secuencia fue incluida en GenBank bajo el número de acceso KF992024. En este plásmido se 

detectó una proteína hipotética de función desconocida que había sido detectada 

anteriormente en un plásmido de K. pneumoniae resistente a carbapenémicos. En este aislado 

de K. pneumoniae la proteína se encontraba interrumpida por el elemento Tn4401-blaKPC-2 (Naas 

et al., 2008; EU176012).  

Se realizaron pruebas de transformación que mostraron la cotransferencia de los 

plásmidos IncFII y ColETP-like, así como la coexistencia del transposón Tn1331 en el plásmido 

IncFII portador de blaKPC-3. La presencia de Tn4401 y Tn1331 en un mismo plásmido ha sido 

detectada anteriormente (Rice et al., 2008; Gootz et al., 2009; Chen et al., 2013). Como se ha 

comentado previamente, en el estudio de Naas y colaboradores se describió la presencia de una 
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proteína hipotética truncada por Tn4401 y con regiones repetidas en los extremos del 

transposón indicando que había ocurrido un suceso de transposición. En nuestro estudio, se ha 

demostrado la coexistencia del plásmido IncFII portador de Tn4401 y el plásmido ColETP portador 

de la proteína hipotética completa (sin estar truncada por Tn4401). La coexistencia de todos 

estos elementos en una misma cepa podría haber sido el paso previo a la inclusión de Tn4401 

en la proteína hipotética del estudio de Naas y colaboradores; que habría pasado desde el 

plásmido IncFII hasta el ColETP, truncando la proteína. 

Las carbapenemasas del tipo KPC se han diseminado ampliamente a nivel mundial en 

aislados de K. pneumoniae, sin embargo, su detección en aislados de otras especies de 

enterobacterias como E. coli es menos frecuente. En España, Cantón y colaboradores 

describieron la diseminación clonal de plásmidos IncFII portadores de Tn4401a-blaKPC-3 en 

aislados de Klebsiella (Cantón et al., 2012). En esta tesis se muestra no sólo la presencia de estos 

plásmidos en E. coli sino también su capacidad de transformación. La transmisión de estos 

plásmidos portadores de KPC entre diferentes especies de enterobacterias ha sido descrita 

anteriormente en la bibliografía (Mathers et al., 2011) y señala el problema de la diseminación 

genética de elementos de resistencia. 

No se obtuvieron transformantes positivos para el caso del gen blaVIM-1. Este gen se 

encontraba en un integrón y dentro de un plásmido de considerable tamaño (388Kb), lo que 

podría explicar la falta de éxito en su transferencia, como ha ocurrido en otras ocasiones 

(Giakkoupi et al., 2009). Trabajos previos han detectado el gen blaVIM-1 formando parte de 

integrones con estructuras que incluyen más de tres casetes génicos relacionados con 

resistencia a aminoglucósidos y/o cloranfenicol, como In-e541, In113 ó In110. Además, estos 

integrones de gran tamaño estaban localizados dentro de plásmidos de los tipos IncI1 ó IncHI2 

de 60 y 300-435 kb, respectivamente (Cantón et al., 2012; Giakkoupi et al., 2009); sin embargo, 

el integron detectado en esta tesis no había sido descrito hasta la fecha y fue localizado en un 

plásmido no tipable. 

La cepa W1058 pertenecía a la secuencia tipo ST448, esta ST no parecía haberse visto 

involucrada en muchas descripciones de casos clínicos. Las ST de E. coli más frecuentemente 

relacionadas con infecciones urinarias son ST69, ST73, ST95, y ST131 (Doumith et al., 2015). En 

2010 se describió la secuencia tipo ST448 en una cepa de E. coli con un plásmido portador de 

blaCMY-2 en Noruega (Naseer et al., 2010) y en 2012 asociada a los genes blaCTX-M-15 y aac(6’)-Ib-cr 

en Nigeria (Aibinu et al., 2012); sin embargo, en el último año no sólo hemos descrito este caso 

procedente de una muestra de orina, sino que recientemente se ha descrito un caso en nuestro 

país de un aislado de E. coli ST448 portador de varios genes de resistencia, incluyendo blaNDM-5 
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en un plásmido del grupo de incompatibilidad IncFII (Pitart et al., 2015), así como cuatro aislados 

de E. coli ST448 poseedores de blaCTX-M-1 en moscas y estiércol de granjas avícolas en los países 

bajos (Blaak et al., 2014). El sorprendente número de genes de resistencia encontrados en la 

cepa W1058 unido a las pocas descripciones de aislados pertenecientes al ST448 nos lleva a 

pensar que E. coli ST448 no es un patógeno frecuentemente encontrado en la práctica clínica 

pero que parece tener una gran capacidad para la adquisición de genes de resistencia. En otras 

ocasiones se ha visto relación entre la pertenencia de los aislados a determinadas secuencias 

tipo y su capacidad para la adquisición de determinantes de resistencia, por lo que es muy 

importante la toma de medidas de detección temprana de estos aislados que nos permitan 

evitar su propagación como ha ocurrido con ciertos ST de K. pneumoniae asociados a la 

resistencia a carbapenémicos (Cantón et al., 2012; Oteo et al., 2012) o el ST131 en E. coli (Accogli 

et al., 2014; Ewers et al., 2010). La detección de E. coli de la línea genética ST448 en muestras 

de moscas y estiércol de granjas avícolas junto con los dos casos de infecciones urinarias 

producidos en nuestro país en pacientes que no habían viajado, pone de manifiesto la necesidad 

de realización de nuevos estudios de portadores en humanos y animales destinados al consumo 

humano así como de sus entornos. 

Los dos aislados de E. coli ST448 detectados en España eran sensibles a fosfomicina por lo 

que este antibiótico fue el seleccionado para el tratamiento del paciente infectado por E. coli 

portadora de blaNDM-5; este paciente se recuperó de la infección. Un estudio reciente 

desarrollado en Alemania muestra una sensibilidad a fosfomicina del 72% en aislados de 

enterobacterias, incluyendo aislados resistentes a carbapenémicos. En ese estudio, se obtuvo 

una mayor sensibilidad a fosfomicina en los aislados de E. coli resistentes a carbapenémicos que 

en los aislados de K. pneumoniae (Kaase et al., 2014). Las opciones de tratamiento en las 

infecciones provocadas por enterobacterias productoras de carbapenemasas son limitadas, el 

tratamiento con fosfomicina podría ser una opción terapéutica en el caso de infecciones por 

enterobacterias multirresistentes (Kaase et al., 2014; Pontikis et al., 2014). Se está llevando a 

cabo en España un estudio multicéntrico encaminado a diseñar nuevos protocolos de actuación 

frente a las infecciones causadas por E. coli multirresistentes que incluye el uso de fosfomicina 

en lugar de meropenem como tratamiento (Rosso-Fernández et al., 2015). 

El segundo caso clínico relevante estudiado fue un caso de coinfección por C. freundii y 

P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos. Ambos aislados se obtuvieron de una herida 

quirúrgica de un paciente tras una resección gástrica y presentaron altos niveles de resistencia 

a carbapenémicos, así como fenotipo MBL. El fenotipo de resistencia a carbapenémicos fue 

justificado por la presencia del gen blaVIM-2 en los dos aislados. Se quiso comprobar si se había 

podido producir una transferencia del gen de MBL in vivo; sin embargo, al analizar la localización 
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de este gen en ambos aislados se observó que se encontraba en integrones de clase 1 pero con 

diferentes estructuras y promotores para cada aislado. En el aislado de P. aeruginosa (Ps121) se 

encontraron dos integrones portadores del gen, uno de ellos con dos copias. Ambos integrones 

presentaron el promotor PcH1. Es importante señalar aquí que la presencia de estos dos 

integrones en un aislado de P. aeruginosa había sido descrita previamente por nuestro grupo en 

un aislado perteneciente al mismo ST (ST973) (Rojo-Bezares et al., 2011); sin embargo al 

analizarlos mediante PFGE-SpeI se observó que ambos aislados no estaban relacionados 

clonalmente. 

Por su parte, el aislado de C. freundii (W1052) poseía un integrón de clase 1 carente del 

extremo conservado 3’ (CS); además, no se obtuvo ningún resultado positivo sobre la presencia 

de los genes tni pertenecientes al transposón Tn402-like (Tato et al., 2010). A diferencia del 

aislado de P. aeruginosa, W1052 poseía un promotor PcS como regulador de la expresión y la 

escisión de los casetes génicos de su integrón (Jové et al., 2010). Los estudios de localización 

genética en ambos aislados mostraron la presencia de blaVIM-2 en el cromosoma de Ps121 y 

localización tanto cromosómica como plasmídica en el aislado W1052. A pesar de que blaVIM-2 

está frecuentemente asociado a plásmidos, otros estudios demuestran también su localización 

cromosómica (Galani et al., 2006; Viedma et al., 2014). La existencia del gen tanto en una 

localización plasmídica como en cromosómica pone de manifiesto que es necesaria la realización 

de pruebas de hibridación tanto en PFGE-S1 como en PFGE-ICeu1 para obtener resultados 

completos, ya que la realización únicamente de pruebas en PFGE-S1 nos informa solo de la 

existencia en un plásmido pero no descarta su posible localización cromosómica. 

Se han encontrado aislados de P. aeruginosa productores de blaVIM-2 distribuidos a lo largo 

de todo el planeta, sin embargo, existen muy pocas descripciones de aislados de Citrobacter 

portadores de este gen (Yan et al., 2002; Lee et al., 2005). El estudio realizado en esta tesis fue 

la primera descripción de C. freundii portador de blaVIM-2 en España. 

El aislado W1052 mostró un gen qnrB parcial (287pb) dentro de la estructura pspF-∆qnrB-

sapA (1030pb). La secuencia de dicha estructura coincide al 99% con la secuencia de C. freundii 

ATCC 8090. Estudios de transformación llevados a cabo por Saga y colaboradores en 2013 con 

la secuencia de este qnrB truncado concluyeron que dicho gen no altera la sensibilidad a 

quinolonas (Saga et al., 2013). Jacoby y colaboradores (2011) también detectaron la presencia 

de un gen de qnrB truncado en el cromosoma de un aislado de C. freundii.  

El avibactam es un inhibidor de beta-lactamasas, activo frente a beta-lactamasas de clase 

A, C y las de clase D de tipo OXA-48 e inactivo frente a las metalo-beta-lactamasas (Stachyra et 

al., 2009; Lahiri et al., 2013; Aktas et al., 2012; Docquier et al., 2010; Lahiri et al., 2015a; 

Castanheira et al., 2012). Considerando el espectro de acción de este nuevo inhibidor, el 
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siguiente objetivo planteado en esta tesis fue explorar el uso potencial del avibactam para la 

detección de carbapenemasas, que incluyera la detección de las OXA-48, dado la dificultad 

actual que supone su detección por métodos fenotípicos y en ocasiones también mediante 

métodos moleculares (Findlay et al., 2015). Se realizaron diferentes pruebas que dieron como 

resultado la obtención de un algoritmo que permite la detección de carbapenemasas.  

En el estudio realizado se ha utilizado una nueva prueba de sinergia basada en el uso de 

avibactam como inhibidor de las beta-lactamasas que poseen serina en su centro activo. Esta 

técnica sirve como técnica de primera línea en la que los resultados fenotípicos obtenidos nos 

dan una idea visual de qué tipo de mecanismo de resistencia existe, gracias a las diferencias en 

los halos de inhibición producidos por las diferentes sinergias. Tras esta primera aproximación, 

se realizan una serie de test complementarios para comprobar el tipo de enzima responsable de 

la resistencia a carbapenémicos. Entre dichos tests se ha presentado una segunda técnica 

novedosa que nos permite la diferenciación de las enzimas BLEE, IMI, KPC y OXA-48 gracias a sus 

diferencias en la susceptibilidad al ácido clavulánico. A partir de los datos obtenidos se ha 

propuesto un algoritmo para la detección de las diferentes carbapenemasas. 

La necesidad de métodos de detección fenotípica es patente, de hecho muchos 

laboratorios están dirigiendo sus estudios hacia la generación de métodos fenotípicos de 

detección rápidos, fiables y económicos. En el último año se han generado diferentes métodos 

para detectar la actividad carbapenemasa mediante estudios fenotípicos; sin embargo, estos 

métodos únicamente nos detectan si existe o no actividad carbapenemasa (van der Zwaluw et 

al 2015; Bou et al., 2014; Pires et al., 2013). Nuestro trabajo no sólo detecta la actividad 

carbapenemasa sino que nos permite sugerir qué tipo de genes están implicados en esta 

actividad. Un estudio publicado en marzo de este año propone también la utilización de varios 

métodos fenotípicos combinados (Test de Hodge modificado y test de inhibición de 

carbapenemasas) para la detección de las diferentes carbapenemasas, aunque obtiene algunos 

falsos negativos en el test de Hodge modificado y no es capaz de detectar las carbapenemasas 

de tipo A GES-5 (Song et al., 2015). La ventaja del método propuesto en esta tesis es que el halo 

de inhibición que se produce en la sinergia entre el avibactam y ertapenem posee formas 

diferentes para cada mecanismo de resistencia, de tal forma que con una simple visualización 

de este halo podríamos aventurarnos a determinar el mecanismo de resistencia hipotético a 

carbapenémicos presente en nuestro aislado. Se plantea la necesidad de testar el algoritmo 

propuesto en esta tesis con un número mayor de aislados al igual que ocurre con otros trabajos 

realizados en la misma línea (Song et al., 2015). 

Los métodos proteómicos y moleculares de detección de la actividad carbapenemasa son 

más rápidos que los métodos fenotípicos y nos permiten un diagnóstico temprano. Los métodos 
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fenotípicos permiten un diagnóstico con un coste económico mucho menor que los proteómicos 

o moleculares y están disponibles en la mayoría de los laboratorios de microbiología sin importar 

si es un hospital terciario o un hospital de referencia. Además, los métodos fenotípicos suelen 

ser los preferidos debido a que son fáciles de realizar sin necesidad de una formación más amplia 

y existen protocolos normalizados accesibles (EUCAST y CLSI) (Bou et al., 2014).  
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Conclusiones 

1. Se ha detectado el fenotipo AmpC en el 31% de las enterobacterias aisladas de la 

microbiota intestinal de personas sanas, siendo el 2% de dichos individuos portadores 

de enterobacterias pAmpC-positivas y el 6% de BLEE-positivas.  

2. Existe un gran polimorfismo en los genes ampC y ampR cromosómicos detectados en 

aislados de los géneros Citrobacter, Enterobacter y Morganella de individuos sanos y de 

pacientes, aunque se mantienen muy conservadas las regiones implicadas en su 

actividad biológica. 

3. Se han encontrado 50 variantes de genes cromosómicos codificantes de beta-

lactamasas AmpC de las familias CMY, ACT, DHA y MIR, de las cuales 43 se describen por 

primera vez en esta tesis. 

4. La variante blaCMY-2 se ha detectado en localización cromosómica en Citrobacter, 

plasmídica en E. coli y en K. pneumoniae, y en ambas localizaciones en P. mirabilis. 

5. El 20% de los aislados comensales y clínicos de Citrobacter mostraron el mismo patrón 

de AmpR y de la región intergénica ampR/blaCMY (patrones A4 y P1), 

independientemente de la variante blaCMY detectada. 

6. La variante ACT-17 fue la más frecuente en los aislados de Enterobacter de ambos 

orígenes. 

7. Se han detectado 4 variantes de blaDHA en aislados de Morganella y dos aislados de 

K. pneumoniae presentaron la asociación de los genes qnrB4 y blaDHA-1. 

8. El 46% de los aislados de C. freundii complex poseen el gen qnrB cromosómico, que 

posee un alto grado de polimorfismo, siendo qnrB9 y qnrB47 las variantes más 

frecuentes. 

9. Existe alta diversidad clonal en los aislados de enterobacterias estudiados, aunque se 

han detectado aislados de Citrobacter y Enterobacter clonalmente relacionados en 

individuos pertenecientes a las mismas familias. 

10. Se ha demostrado que la deleción Asn289 en la beta-lactamasa ACT provoca un fenotipo 

ESAC. 

11. Las beta-lactamasas ESAC estudiadas en esta tesis con mutaciones en R2 y en las 

estructuras secundarias que lo rodean, son inhibidas por avibactam.  

12. Se ha caracterizado una cepa multirresistente de E. coli ST448 portadora de 17 genes de 

resistencia, incluyendo 6 genes de beta-lactamasas (VIM-1, KPC-3, SHV-12, OXA-9, TEM-

1a y CMY-2) así como el nuevo integrón In916. La secuencia tipo ST448 podría estar 

relacionada con una alta capacidad en la adquisición de mecanismos de resistencia. 
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13. Se ha descrito un caso de coinfección por P. aeruginosa y C. freundii portadores del gen 

blaVIM-2 localizado en diferentes integrones de clase 1. Esta es la primera descripción de 

blaVIM-2 en C. freundii en España. 

14. Se ha propuesto un nuevo algoritmo para la detección de carbapenemasas mediante 

estudios fenotípicos, que incluyen dos métodos nuevos. Este algoritmo permite la 

diferenciación de los diferentes tipos de carbapenemasas, incluyendo OXA-48. 
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1. The AmpC phenotype was detected in 31% of enterobacteria isolated from the intestinal 

microbiote of healthy humans. A 2% and 6% of the individuals harbored pAmpC-positive 

and ESBL-positive enterobacteria, respectively.  

2. There is a huge polymorphism among ampC and ampR chromosomal genes detected in 

Citrobacter, Enterobacter and Morganella isolates from healthy individuals and 

patients; however the regions involved in their biological activity are highly conserved. 

3. Fifty variants of AmpC chromosomal genes of the CMY, ACT, DHA and MIR beta-

lactamase families were found, 43 of them were firstly described in this thesis. 

4. The blaCMY-2 variant was detected at chromosomal location in Citrobacter, inside 

plasmids in E. coli and in K. pneumoniae, and at both locations in P. mirabilis. 

5. The 20% of the commensal and clinical Citrobacter isolates showed the same pattern of 

AmpR and the intergenic region ampR/blaCMY (patterns A4 and P1), regardless of the 

detected blaCMY variant. 

6. The ACT-17 was the most frequent variant detected among Enterobacter isolates of 

both origins. 

7. Four blaDHA variants were detected among Morganella isolates, and two K. pneumoniae 

isolates showed the qnrB4 and blaDHA-1 gene association. 

8. The 46% of C. freundii complex isolates harbor the chromosomal qnrB gene that shows 

high degree of polymorphism. qnrB9 and qnrB47 are the most frequent variants. 

9. There is a high clonal diversity among the enterobacteria isolates, however clonally 

related Citrobacter and Enterobacter isolates were detected among individuals of same 

families. 

10. The deletion Asn289 in the ACT beta-lactamase involves an ESAC phenotype. 

11. The ESAC beta-lactamases studied in this thesis with mutations in R2 and in the 

surrounded secondary structures were inhibited by avibactam. 

12. A multiresistant E. coli ST448 harboring 17 resistance genes, including six beta-

lactamase genes (VIM-1, KPC-3, SHV-12, OXA-9, TEM-1a and CMY-2) and the new 

integron In916 was characterized. The sequence type ST448 could be related to a high 

ability to acquire resistance determinants. 

13. A case of coinfection by P. aeruginosa and C. freundii harboring the blaVIM-2 gene located 

inside different class 1 integrons, has been analyzed. This is the first description of 

blaVIM-2 in C. freundii in Spain.  

14. A new algorithm to detect carbapenemases by phenotypical methods (including two 

new methods) has been proposed. This algorithm allows the differentiation of the 

diverse carbapenemase types, including OXA-48. 
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Anexo I 

Aislados clínicos estudiadas procedentes de hospitales españoles. HSP: Hospital San 
Pedro (Logroño); HRV: Hospital Royo Villanova (Zaragoza); HCULB: Hospital Clínico 
Universitario Lozano Blesa (Zaragoza); HGA: Hospital General de Asturias (Asturias); HUMS: 
Hospital Universitario Miguel Servet (Zaragoza) 

Nombre 

Cepa 
Especie Hospital de procedencia Muestra de Origen 

W143 Citrobacter freundii complex HSP Orina 

W269 Citrobacter freundii complex HSP Orina 

W1064 Citrobacter freundii complex HRV Hemocultivo 

W1065 Citrobacter freundii complex HRV Hemocultivo 

W161 Citrobacter freundii  HSP Orina 

W320 Citrobacter freundii HSP Broncoaspirado 

W432 Citrobacter freundii HSP Orina 

W698 Citrobacter freundii HCULB Orina 

W699 Citrobacter freundii HCULB Orina 

W700 Citrobacter freundii HCULB Orina 

W701 Citrobacter freundii HCULB Orina 

W702 Citrobacter freundii HCULB Orina 

W703 Citrobacter freundii HCULB Orina 

W704 Citrobacter freundii HCULB Orina 

W705 Citrobacter freundii HCULB Orina (sonda) 

W706 Citrobacter freundii HCULB Orina 

W722 Citrobacter freundii HRV Orina 

W743 Citrobacter freundii HRV Orina 

W747 Citrobacter freundii HRV Absceso 

W753 Citrobacter freundii HRV Orina 

W778 Citrobacter freundii HRV Orina 

W811 Citrobacter freundii . HRV Orina 

W907 Citrobacter freundii HRV Absceso 

W914 Citrobacter freundii HRV Broncoaspirado 
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Nombre 

Cepa 
Especie Hospital de procedencia Muestra de Origen 

W935 Citrobacter freundii HRV Orina 

W1052 Citrobacter freundii HCULB Herida quirúrgica 

W756 Citrobacter koseri HRV Orina 

W762 Citrobacter koseri HRV Catéter 

W952 Citrobacter koseri HRV Orina 

W481 Citrobacter amalonaticus HGA Punta de catéter venoso 

W765 Citrobacter farmeri HRV absceso 

W921 Citrobacter braakii HRV Herida 

W113 Enterobacter cloacae HSP Orina 

W119 Enterobacter cloacae HSP Orina 

W401 Enterobacter cloacae HSP Exudado nasal 

W644 Enterobacter cloacae HRV Hemocultivo 

W645 Enterobacter cloacae HRV Hemocultivo 

W714 Enterobacter cloacae HRV Orina 

W730 Enterobacter cloacae HUMS Úlcera 

W751 Enterobacter cloacae HUMS Orina 

W766 Enterobacter cloacae HRV Orina 

W802 Enterobacter cloacae HRV Orina 

W1059 Enterobacter cloacae HSP Orina 

W1061 Enterobacter cloacae HSP Orina 

W1104 Enterobacter cloacae HCULB Esputo 

W1105 Enterobacter cloacae HCULB Herida quirúrgica 

W1106 Enterobacter cloacae HCULB Herida quirúrgica 

W151 Enterobacter aerogenes HSP Orina 

W913 Enterobacter aerogenes HRV Hemocultivo 

W1108 Enterobacter aerogenes HCULB Broncoaspirado 

W1109 Enterobacter aerogenes HCULB Broncoaspirado 

W1111 Enterobacter cloacae HCULB Herida quirúrgica 

W39 Proteus mirabilis HSP Orina 
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Nombre 

Cepa 
Especie Hospital de procedencia Muestra de Origen 

W74 Proteus mirabilis HSP Orina 

W80 Proteus mirabilis HSP Orina 

W88 Proteus mirabilis HSP Orina 

W116 Proteus mirabilis HSP Orina 

W530 Proteus mirabilis HSP Fístula 

W627 Proteus mirabilis HRV Herida quirúrgica 

W40 Proteus vulgaris HSP Herida 

W271 Proteus vulgaris HSP Orina 

W97 Morganella morganii HSP Orina 

W114 Morganella morganii HSP Orina 

W117 Morganella morganii HSP Orina 

W144 Morganella morganii HSP Orina 

W321 Morganella morganii HSP Orina 

W453 Morganella morganii HSP Orina 

W1021 Morganella morganii HRV Orina 

W322 Klebsiella ornithinolytica HCULB Orina 

W495 Klebsiella pneumoniae HRV Orina 

W503 Klebsiella pneumoniae HRV Hemocultivo 

W576 Klebsiella pneumoniae HSP Exudado rectal 

W651 Klebsiella pneumoniae HRV Hemocultivo 

W1062 Klesiella oxytoca HSP Orina 

W152 Serratia marcescens HSP Orina 

W270 Serratia marcescens HSP Orina 

W385 Serratia marcescens HSP Orina 

W1056 Serratia marcescens HSP Esputo 

W1057 Escherichia coli HSP Esputo 

W1058 Escherichia coli HSP Orina 

W1107 Escherichia coli HCULB Absceso intraabdominal 
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Anexo II 

Asilados de muestras fecales recogidas de individuos sanos, número de aislamientos 

obtenidos por muestra y especies aisladas. 

Muestra Nº de aislamientos Especies aisladas 

2 1 E. coli (1) 

4 1 E. coli (1) 

5 1 E. coli (1) 

6 1 E. coli (1) 

8 2 
E. coli (1) 
Citrobacter braakii (1) 

9 1 E. coli (1) 

10 1 E. coli (1) 

11 1 E. coli (1) 

12 3 
E. coli (1) 
Serratia sp. (1) 
Proteus vulgaris (1) 

13 2 
Enterobacter cloacae (1) 
Citrobacter freundii (1) 

14 1 E. coli (1) 

15 1 E. coli (1) 

16 1 Enterobacter cloacae (1) 

17 2 E. coli (2) 

18 0  - 

19 1 Enterobacter cloacae (1) 

20 1 Enterobacter cloacae (1) 

21 1 E. coli (1) 

22 2 
E. coli (1) 
Enterobacter cloacae (1) 

24 1 Citrobacter braakii (1) 

25 1 
Enterobacter cloacae (2) 
Citrobacter freundii (1) 

26 0  - 

27 1 E. coli (1) 

28 3 
E. coli (2) 
Citrobacter freundii (1) 

32 1 E. coli (1) 

33 1 E. coli (1) 

34 2 
E. coli (1) 
Citrobacter braakii (1) 

35 1 E. coli (1) 

36 1 E. coli (1) 

38 2 
E. coli (1) 
Citrobacter freundii (1) 

39 3 

E. coli (1) 
Citrobacter freundii (1) 
Cronobacter sp. (1) 
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Muestra Nº de aislamientos Especies aisladas 

40 3 
E. coli (2) 
Citrobacter freundii (1) 

41 2 
Citrobacter braakii (1) 
Citrobacter freundii (1) 

42 2 
E. coli (1) 
Citrobacter freundii (1) 

44 1 E. coli (1) 

45 3 
E. coli (1) 
Klebsiella oxytoca (1) 
Proteus miriabilis (1) 

46 1 E. coli (1) 

48 1 E. coli (1) 

49 1 E. coli (1) 

50 2 E. coli (2) 

51 0 - 

52 1 E. coli (1) 

53 1 E. coli (1) 

54 0 - 

55 4 
E. coli (3) 
Enterobacter cloacae (1) 

56 1 E. coli (1) 

57 2 E. coli (2) 

58 2 
E. coli (1) 
Citrobacter freundii (1) 
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Publicaciones en GenBank 

• Título; tamaño de la secuencia y número de acceso (nucleótidos y proteína) 

1. Enterobacter cloacae strain MS55.2a AmpC beta-lactamase blaACT-19 (blaACT-19) gene, complete 

cds; and outer membrane lipoprotein Blc (blc) gene, partial cds 

2,416 bp linear DNA  

KF992029.1 GI:595583489 

 

2. Enterobacter cloacae strain MS25.2 AmpR transcriptional regulator (ampR) gene, partial cds; 

AmpC beta-lactamase blaACT-18 (blaACT-18) gene, complete cds; and outer membrane 

lipoprotein Blc (blc) gene, partial cds 

2,095 bp linear DNA  

KF992028.1 GI:595583485 

 

3. Enterobacter cloacae strain MS25.2 AmpR transcriptional regulator (ampR) gene, partial cds; 

AmpC beta-lactamase blaACT-22 (blaACT-22) gene, complete cds; and outer membrane 

lipoprotein Blc (blc) gene, partial cds 

2,323 bp linear DNA  

KF992027.1 GI:595583481 

 

4. Enterobacter cloacae strain MS16.2 AmpR transcriptional regulator (ampR) gene, partial cds; 

AmpC beta-lactamase blaACT-17 (blaACT-17) gene, complete cds; and outer membrane 

lipoprotein Blc (blc) gene, partial cds 

2,364 bp linear DNA  

KF992026.1 GI:595583477 

 

5. Citrobacter freundii strain MS41.1 AmpR transcriptional regulator (ampR) and AmpC beta-

lactamase CMY-93 (blaCMY-93) genes, complete cds; and outer membrane lipoprotein Blc (blc) 

gene, partial cds 

2,359 bp linear DNA  

KF992025.1 GI:595583473 

 

6. Citrobacter freundii strain MS25.3 phage shock protein F (pspF) gene, partial cds; and 

pentapeptide repeat protein QnrB50 (qnrB50) gene, complete cds 

1,339 bp linear DNA  

JX440357.1 GI:407731542 
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7. Enterobacter cloacae strain MS22.1 AmpR transcriptional regulator (ampR) gene, partial cds; 

AmpC beta-lactamase ACT-15 (blaACT-15) gene, complete cds; and outer membrane lipoprotein 

Blc (blc) gene, partial cds 

2,387 bp linear DNA  

JX440356.1 GI:407731538 

 

8. Enterobacter cloacae strain MS20.1 AmpR transcriptional regulator (ampR) gene, partial cds; 

AmpC beta-lactamase ACT-12 (blaACT-12) gene, complete cds; and outer membrane lipoprotein 

Blc (blc) gene, partial cds 

2,076 bp linear DNA  

JX440355.1 GI:407731534 

 

9. Enterobacter cloacae strain MS19.1 AmpR transcriptional regulator (ampR) gene, partial cds; 

AmpC beta-lactamase ACT-14 (blaACT-14) gene, complete cds; and outer membrane lipoprotein 

Blc (blc) gene, partial cds 

2,503 bp linear DNA  

JX440354.1 GI:407731530 

 

10. Citrobacter braakii strain MS34.1 AmpR transcriptional regulator (ampR) and AmpC beta-

lactamase CMY-83 (blaCMY-83) genes, complete cds; and outer membrane lipoprotein Blc (blc) 

gene, partial cds 

2,348 bp linear DNA  

JX440351.1 GI:407731518 

 

11. Citrobacter braakii strain MS24.1 AmpR transcriptional regulator (ampR) and AmpC beta-

lactamase CMY-70 (blaCMY-70) genes, complete cds; and outer membrane lipoprotein Blc (blc) 

gene, partial cds 

2,279 bp linear DNA  

JX440350.1 GI:407731514 

 

12. Citrobacter braakii strain MS8.2 AmpR transcriptional regulator (ampR) and AmpC beta-

lactamase CMY-74 (blaCMY-74) genes, complete cds; and outer membrane lipoprotein Blc (blc) 

gene, partial cds 

2,348 bp linear DNA  

JX440349.1 GI:407731510 
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13. Citrobacter freundii strain MS38.1 transcriptional regulator (ampR) and beta-lactamase CMY-

67 (blaCMY-67) genes, complete cds; and outer membrane lipoprotein Blc (blc) gene, partial cds 

2,348 bp linear DNA  

JQ711185.1 GI:387861052 

 

14. Citrobacter freundii strain MS39.2 transcriptional regulator (ampR) and beta-lactamase CMY-

71 (blaCMY-71) genes, complete cds; and outer membrane lipoprotein Blc (blc) gene, partial cds 

2,348 bp linear DNA  

JQ711184.1 GI:387861048 

 

15. Citrobacter freundii strain MS58.1 AmpR transcriptional regulator (ampR) and AmpC beta-

lactamase CMY-68 (blaCMY-68) genes, complete cds; and outer membrane lipoprotein Blc (blc) 

gene, partial cds 

2,360 bp linear DNA  

JN714480.1 GI:374414421 

 

16. Citrobacter freundii strain MS40.3b AmpR transcriptional regulator (ampR) and AmpC beta-

lactamase CMY-65 (blaCMY-65) genes, complete cds; and outer membrane lipoprotein Blc (blc) 

gene, partial cds 

2,361 bp linear DNA  

JN714479.1 GI:374414417 

 

17. Citrobacter freundii strain MS28.3 AmpR transcriptional regulator (ampR) and AmpC beta-

lactamase CMY-66 (blaCMY-66) genes, complete cds; and outer membrane lipoprotein Blc (blc) 

gene, partial cds 

2,355 bp linear DNA  

JN714478.1 GI:374414413 

 

18. Enterobacter cloacae strain W802 AmpR transcriptional regulator (ampR) gene, partial cds; 

AmpC beta-lactamase blaACT-37 (blaACT-37) gene, complete cds; and outer membrane 

lipoprotein Blc (blc) gene, partial cds 

1,724 bp linear DNA  

KM926622.1 GI:752115662 

 

19. Enterobacter cloacae strain W714 AmpR transcriptional regulator (ampR) gene, partial cds; 

and AmpC beta-lactamase blaACT-36 (blaACT-36) gene, complete cds 

1,897 bp linear DNA  
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KM926621.1 GI:752115649 

 

20. Citrobacter freundii strain W914 AmpR transcriptional regulator (ampR) and AmpC beta-

lactamase CMY-106 (blaCMY-106) genes, complete cds; and outer membrane lipoprotein (blc) 

gene, partial cds 

2,321 bp linear DNA  

KM983294.1 GI:753186447 

 

21. Escherichia coli strain W1058 plasmid pNPO1, complete sequence 

1,917 bp linear DNA  

KF992024.1 GI:595583470 

 

22. Escherichia coli strain W1058 class 1 In916 integron, partial sequence 

4,912 bp linear DNA  

KF856617.1 GI:578357653 

 

23. Enterobacter cloacae strain W1111 transcriptional regulator AmpR (ampR) gene, partial cds; 

and beta-lactamase AmpC (blaACT-27) gene, complete cds 

1,614 bp linear DNA  

KJ207209.1 GI:591542958 

 

24. Enterobacter cloacae strain W1061 transcriptional regulator AmpR (ampR) gene, partial cds; 

and beta-lactamase AmpC (blaACT-25) gene, complete cds 

1,699 bp linear DNA  

KJ207208.1 GI:591542941 

 

25. Enterobacter cloacae strain W1059 transcriptional regulator AmpR (ampR) gene, partial cds; 

and beta-lactamase AmpC (blaACT-24) gene, complete cds 

1,642 bp linear DNA  

KJ207207.1 GI:591542927 

 

26. Enterobacter cloacae strain W113 transcriptional regulator AmpR (ampR) gene, partial cds; 

beta-lactamase AmpC (blaACT-28) gene, complete cds; and outer membrane lipoprotein Blc 

(blc) gene, partial cds 

2,414 bp linear DNA  
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KJ207206.1 GI:591542910 

 

27. Citrobacter freundii strain W907 transcriptional regulator AmpR (ampR) and beta-lactamase 

AmpC (blaCMY-105) genes, complete cds; and outer membrane lipoprotein Blc (blc) gene, 

partial cds 

2,323 bp linear DNA  

KJ207205.1 GI:591542892 

 

28. Citrobacter freundii strain W811 transcriptional regulator AmpR (ampR) gene, partial cds; 

beta-lactamase AmpC (blaCMY-86) gene, complete cds; and outer membrane lipoprotein Blc 

(blc) gene, partial cds 

1,850 bp linear DNA  

KJ207204.1 GI:591542868 

 

29. Citrobacter freundii strain W143 beta-lactamase AmpC (blaCMY-82) gene, complete cds; and 

outer membrane lipoprotein Blc (blc) gene, partial cds 

1,327 bp linear DNA  

KJ207203.1 GI:591542849 

30. Citrobacter freundii strain W778 transcriptional regulator AmpR (ampR) gene, partial cds; 

beta-lactamase AmpC (blaCMY-85) gene, complete cds; and outer membrane lipoprotein Blc 

(blc) gene, partial cds 

1,831 bp linear DNA  

KJ207202.1 GI:591542826 

 

31. Morganella morganii strain W1021 transcriptional regulator AmpR (ampR) gene, partial cds; 

and beta-lactamase AmpC (blaDHA-9) gene, complete cds 

2,162 bp linear DNA  

KJ207201.1 GI:591542809 

 

32. Enterobacter cloacae strain W730 transcriptional regulator AmpR (ampR) gene, partial cds; 

beta-lactamase AmpC (blaMIR-7) gene, complete cds; and outer membrane lipoprotein Blc (blc) 

gene, partial cds 

2,136 bp linear DNA  

KJ207200.1 GI:591542788 

 

33. Enterobacter aerogenes strain DUB extended-spectrum beta-lactamase gene, complete cds 
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1,158 bp linear DNA  

KF425524.1 GI:530684199 

 

34. Citrobacter freundii strain W432 AmpR transcriptional regulator (ampR) and AmpC beta-

lactamase CMY-48 (blaCMY-48) genes, complete cds; and outer membrane lipoprotein Blc (blc) 

gene, partial cds 

2,363 bp linear DNA  

HM569226.2 GI:347364916 

 

35. Citrobacter freundii strain W269 AmpR transcriptional regulator (ampR) and AmpC beta-

lactamase CMY-47 (blaCMY-47) genes, complete cds; and outer membrane lipoprotein Blc (blc) 

gene, partial cds 

2,364 bp linear DNA  

HM046998.2 GI:347364914 

 

36. Citrobacter freundii strain W747 phage shock protein F (pspF) gene, partial cds; and 

pentapeptide repeat protein QnrB51 (qnrB51) gene, complete cds 

1,334 bp linear DNA  

JX440358.1 GI:407731545 

 

37. Citrobacter sp. W1065 AmpR transcriptional regulator (ampR) and AmpC beta-lactamase 

CMY-77 (blaCMY-77) genes, complete cds; and outer membrane lipoprotein Blc (blc) gene, 

partial cds 

2,294 bp linear DNA  

JX440353.1 GI:407731526 

 

38. Citrobacter freundii strain W706 AmpR transcriptional regulator (ampR) and AmpC beta-

lactamase CMY-72 (blaCMY-72) genes, complete cds; and outer membrane lipoprotein Blc (blc) 

gene, partial cds 

2,348 bp linear DNA  

JX440352.1 GI:407731522 

 

39. Citrobacter freundii strain W701 AmpR transcriptional regulator (ampR) and AmpC beta-

lactamase CMY-2 (blaCMY-2) genes, complete cds; and outer membrane lipoprotein Blc (blc) 

gene, partial cds 

2,293 bp linear DNA  

JQ733574.1 GI:388564839 
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40. Citrobacter freundii strain W753 AmpR transcriptional regulator (ampR) and AmpC beta-

lactamase CMY-84 (blaCMY-84) genes, complete cds; and outer membrane lipoprotein Blc (blc) 

gene, partial cds 

2,348 bp linear DNA  

JQ733579.1 GI:388564859 

 

41. Citrobacter freundii strain W705 AmpR transcriptional regulator (ampR) and AmpC beta-

lactamase CMY-81 (blaCMY-81) genes, complete cds; and outer membrane lipoprotein Blc (blc) 

gene, partial cds 

2,309 bp linear DNA  

JQ733578.1 GI:388564855 

 

42. Citrobacter freundii strain W704 AmpR transcriptional regulator (ampR) and AmpC beta-

lactamase CMY-80 (blaCMY-80) genes, complete cds; and outer membrane lipoprotein Blc (blc) 

gene, partial cds 

2,292 bp linear DNA  

JQ733577.1 GI:388564851 

 

43. Citrobacter freundii strain W703 AmpR transcriptional regulator (ampR) and AmpC beta-

lactamase CMY-79 (blaCMY-79) genes, complete cds; and outer membrane lipoprotein Blc (blc) 

gene, partial cds 

2,319 bp linear DNA  

JQ733576.1 GI:388564847 

 

44. Citrobacter freundii strain W702 AmpR transcriptional regulator (ampR) and AmpC beta-

lactamase CMY-78 (blaCMY-78) genes, complete cds; and outer membrane lipoprotein Blc (blc) 

gene, partial cds 

2,292 bp linear DNA  

JQ733575.1 GI:388564843 

 

45. Citrobacter freundii strain W700 AmpR transcriptional regulator (ampR) and AmpC beta-

lactamase CMY-76 (blaCMY-76) genes, complete cds; and outer membrane lipoprotein Blc (blc) 

gene, partial cds 

2,345 bp linear DNA  

JQ733573.1 GI:388564835 
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46. Citrobacter freundii strain W698 AmpR transcriptional regulator (ampR) and AmpC beta-

lactamase CMY-75 (blaCMY-75) genes, complete cds; and outer membrane lipoprotein Blc (blc) 

gene, partial cds 

2,352 bp linear DNA  

JQ733572.1 GI:388564831 

 

47. Citrobacter freundii strain W320 AmpR transcriptional regulator (ampR) and AmpC beta-

lactamase CMY-51 (blaCMY-51) genes, complete cds; and outer membrane lipoprotein Blc (blc) 

gene, partial cds 

2,304 bp linear DNA  

JQ733571.1 GI:388564827 

 

48. Morganella morganii strain W453 transcriptional regulator (ampR) gene, partial cds; and 

beta-lactamase DHA-5 (blaDHA-5) gene, complete cds 

1,973 bp linear DNA  

JF273491.1 GI:342325649 



Artículos Publicados 

257 | P á g i n a  

 

LISTA DE ARTíCULOS 

 

1. Porres-Osante N, Sáenz Y, Somalo S, Torres C. Characterization of Beta-lactamases in Faecal 

Enterobacteriaceae Recovered from Healthy Humans in Spain: Focusing on AmpC 

Polymorphisms. Microb Ecol. 2014 Dec 11.In Press 

 

2. Porres-Osante N, Dupont H, Torres C, Ammenouche N, de Champs C, Mammeri H. Avibactam 

activity against extended-spectrum AmpC β-lactamases. J Antimicrob Chemother. 2014 Jun; 

69(6):1715-6.  

 

3. Porres-Osante N, Azcona-Gutiérrez JM, Rojo-Bezares B, Undabeitia E, Torres C, Sáenz Y. 

Emergence of a multiresistant KPC-3 and VIM-1 carbapenemase-producing Escherichia coli 

strain in Spain. J Antimicrob Chemother. 2014 Jul;69(7):1792-5. 

 

4. Porres-Osante N, Estepa V, Seral C, Rojo-Bezares B, Salvo S, Algarate S, Torres C, Castillo FJ, 

Sáenz Y. First description of a blaVIM-2-carrying Citrobacter freundii isolate in Spain. Antimicrob 

Agents Chemother. 2014 Oct; 58(10):6331-2. 

 

5. Porres-Osante N, de Champs C, Dupont H, Torres C, Mammeri H. Use of avibactam to detect 

Ambler class A carbapenemases and OXA-48 β-lactamases in Enterobacteriaceae. Diagn 

Microbiol Infect Dis. 2014 Jul;79(3):399-400.  

  



 

 

 



ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY

Characterization of Beta-lactamases in Faecal Enterobacteriaceae
Recovered from Healthy Humans in Spain: Focusing
on AmpC Polymorphisms

Nerea Porres-Osante & Yolanda Sáenz & Sergio Somalo &

Carmen Torres

Received: 5 August 2014 /Accepted: 26 November 2014
# Springer Science+Business Media New York 2014

Abstract The intestinal tract is a huge reservoir of
Enterobacteriaceae, some of which are opportunist
pathogens. Several genera of these bacteria harbour
intrinsic antibiotic resistance genes, such as ampC genes in
species ofCitrobacter, Enterobacter or Escherichia genera. In
this work, beta-lactamases and other resistance mechanisms
have been characterized in Enterobacteriaceae isolates recov-
ered from healthy human faecal samples, focusing on the
ampC beta-lactamase genes. Fifty human faecal samples were
obtained, and 70 Enterobacteriaceae bacteria were isolated:
44 Escherichia coli, 4 Citrobacter braakii, 9 Citrobacter
freundii, 8 Enterobacter cloacae, 1 Proteus mirabilis, 1 Pro-
teus vulgaris, 1 Klebsiella oxytoca, 1 Serratia sp. and 1
Cronobacter sp. A high percentage of resistance to ampicillin
was detected (57 %), observing the AmpC phenotype in 22
isolates (31 %) and the ESBL phenotype in 3 isolates. AmpC
molecular characterization showed high diversity into blaCMY

and blaACT genes from Citrobacter and Enterobacter species,
respectively, and the pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)
analysis demonstrated low clonality among them. The preva-
lence of people colonized by strains carrying plasmid-
mediated ampC genes obtained in this study was 2 %. The
unique plasmid-mediated blaAmpC identified in this study was
the blaCMY-2 gene, detected in an E. coli isolate ascribed to the

sequence type ST405 which belonged to phylogenetic group
D. The hybridization and conjugation experiments demon-
strated that the ISEcp1-blaCMY-2-blc structure was carried by
a ~78-kb self-transferable IncK plasmid. This study shows a
high polymorphism among beta-lactamase genes in
Enterobacteriaceae from healthy people microbiota. Exten-
sive AmpC-carrier studies would provide important informa-
tion and could allow the anticipation of future global health
problems.

Keywords Citrobacter .Enterobacter .PFGE .CMY .ACT .

ESBL

Introduction

The intestinal microbiota is a complex microbial population
that is implicated in intestinal nutrient absorption, protects
against possible infections and affects the immune defence
against pathogens [1]. One of these microbial populations
corresponds to the Enterobacteriaceae family, and some of
its members are opportunist pathogens, especially frequent in
urinary tract infections.

Extensive researches on Enterobacteriaceae isolates of
clinical origin have been reported worldwide, whereas
more studies focused on antimicrobial resistance, as well
as on the molecular characterization of the involved
resistance mechanisms, are required in non-clinical
isolates to understand the bacterial evolution against the
antimicrobial pressures. The microbiota is an epidemio-
logically important underestimated reservoir of resistance
genes (resistome). These genes could be transferred from
intestinal bacteria to pathogenic or potential opportunistic
bacteria. Additionally, the use of antibiotics modifies the
microbiota through changes in the proportions of the
different bacterial species and through alteration of their
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resistome [1–3]. The characterization of the resistome of
human faecal samples is essential to understand the dis-
semination of multidrug resistance Enterobacteriaceae
isolates in hospital environments.

One of the most common agents used in clinical practice
against bacterial infections are broad-spectrum beta-lactams;
however, the emergence and wide dissemination of
Enterobacteriaceae isolates resistant to them have been re-
ported [1, 3]. One of the beta-lactam resistance mechanisms
is the presence of beta-lactamases, which are enzymes with
the ability of degrading beta-lactams and with an important
role in clinical practice.

In certain species, beta-lactamase genes are located in
the chromosome as the case of AmpC beta-lactamases,
which are chromosomally located in several species such
as Citrobacter, Enterobacter, Serratia or Escherichia [4].
But in the last years, the spread of plasmid-mediated
variants of these genes has been evidenced [5, 6]. Some
of these genes are broadly disseminated, such as the
blaCMY-2 gene, which was first detected in 1990 [7]
and nowadays is spread worldwide, or the blaCMY-12 or
blaCMY-19 genes, among others, that have also been re-
ported [6, 8, 9].

The chromosomal AmpC beta- lac tamases are
cephalosporinases, often inducible in the presence of cer-
tain beta-lactams such as cefoxitin or imipenem [10], but
that confer a broad beta-lactam resistance profile when
they are derepressed or hyperproduced or plasmid mediat-
ed [11]. These AmpC enzymes, including plasmid-
mediated and derepressed or hyperproduced chromosomal
AmpCs, suppose a huge repercussion in clinical treatments
because they are active against all beta-lactams (including
cephamycins), except fourth-generation cephalosporins
and carbapenems [4]. Even certain previously reported
structural alterations produce extended-spectrum AmpC
(ESAC) that are active against fourth-generation cephalo-
sporins [11–13]. Additionally, ampC are often associated
with other multiple-resistance genes, such as those of re-
sistance to aminoglycosides, chloramphenicol, quinolones,
sulphonamides, tetracycline and trimethoprim, as well as
other beta-lactamase genes. The knowledge of the different
AmpC variants, the resistance phenotypes that they pro-
vide to the carrying bacteria, and the possible association
of these genes with other resistance genes are essential to
anticipate future antibiotic resistance gene emergence and
dissemination.

The aim of this study was to analyse the antibiotic resis-
tance profile in frequent Enterobacteriaceae isolates recov-
ered from faecal samples of healthy humans, focusing on beta-
lactam resistance, as well as to determine and characterize the
beta-lactamase genes involved. The ampC genes, their poly-
morphisms and their genetic locations were more deeply
studied.

Methods

Bacterial Isolates

Faecal samples of 50 healthy humans of La Rioja region
(Northern Spain) were recovered from September to Novem-
ber 2010 (one sample/individual). The age of individuals
ranged from 9 days to 86 years, and none of them were
exposed to antimicrobial agents or to a hospital environment
in the 3 months prior to sampling. All individuals or their
tutors gave their informed consent for participating in this
study. A dry and sterile swab was given to each individual
to obtain faecal material from the interior of the stool sample
and to send the sample to the laboratory. The faecal samples
were immediately processed or stored at 4 °C during 24 h
before processing. Swabs of faecal samples were suspended in
sterile saline solution (0.9 % NaCl); a 100 μL aliquot was
streaked onto Hektoen agar plates and subsequently incubated
at 37 °C for 24 h. One colony of each different morphology
was randomly selected per sample. Bacterial identification
was carried out by biochemical methods (API20E test strip,
bioMérieux, Marcy l’Etoile, France) and also by molecular
methods: a) PCR amplification of the uidA gene specific for
Escherichia coli [14] and b) PCR amplification of 16S rRNA
fragments [15] with subsequent DNA sequencing. The se-
quences obtained were compared with those of the GenBank
database. The two strains without a clear identification
by the methods described were identified by an automated
mass spectrometer system that uses Matrix-assisted laser
desorption/ionization-Time-of-flight (MALDI-TOF) technology.

Antimicrobial Susceptibility Testing

Susceptibility testing to 25 antimicrobial agents (ampicillin,
amoxicillin/clavulanic acid, cefalotin, cefoxitin, cefotaxime,
ceftazidime, cefepime, imipenem, ertapenem, meropenem,
aztreonam, gentamicin, tobramycin, streptomycin, kanamy-
cin, amikacin, netilmicin, nalidixic acid, ciprofloxacin, tri-
methoprim, trimethoprim/sulfamethoxazole, sulphonamides,
tetracycline, chloramphenicol and fosfomycin) was performed
in all isolates by disc diffusion method [16]. The minimal
inhibitory concentrations (MIC) of ampicillin, cefoxitin, cef-
tazidime and cefotaxime were determined by agar dilution
method in all the ampicillin-resistant isolates [16]. Staphylo-
coccus aureus ATCC29213 and E. coli ATCC25922 were
used as control strains.

The AmpC phenotype was detected by comparison of the
inhibition zone of cefoxitin discs (30 μg) in the presence or
absence of cloxacillin (200 μg) [17]. The extended-spectrum
beta-lactamase (ESBL) phenotype was determined using the
double-disc synergy test with cefotaxime, ceftazidime and
aztreonam discs placed in the proximity of the amoxicillin/
clavulanic acid disc [18].
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Resistance Genotype

The presence of AmpC-type beta-lactamase genes was tested
in all the isolates by PCR, and the blaAmpC genetic environ-
ment was analysed by walking primer PCR and sequencing
(see supplementary data, Table S1). The cephalosporinase
gene of Enterobacter cloacae P99 (GenBank accession num-
ber X07274) was used to compare the blaACT sequences.
Other genes implicated in the beta-lactam resistance (blaTEM,
blaSHV, blaCTX-M and blaOXA-1) were also studied by PCR and
sequencing (Table S1).

Mutations in the ampC promoter/attenuator of E. coli
MS34.2 were determined by PCR, sequencing and compari-
son with the same region in the E. coli K12 ampC gene
(Table S1).

The presence and characterization of integrons in the re-
covered Enterobacteriaceae isolates were studied by PCR of
the class 1, 2 and 3 integrase-encoding genes (Table S1) and
by PCR and subsequent sequencing of the variable regions of
these integrons (Table S1).

The presence of aminoglycoside (aac(3)-I, aac(3)-II,
aac(3)-IV, ant(2″) and aadA), quinolone (qnrA, qnrB, qnrS,
aac(6′)-Ib-cr and qepA) and sulphonamide (sul1 and sul2)
resistance genes was studied in all AmpC-positive strains
(Table S1).

Molecular Typing and Phylogenetic Characterization

The clonal relationships among Citrobacter spp. and among
Enterobacter spp. isolates detected in this study were deter-
mined by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) of XbaI-
digested genomic DNA [19]. The GelCompar 6.5 software
(Applied Maths, Kortrijk, Belgium) was used for conversion,
normalization and processing of PFGE images. Comparison
of PFGE patterns was performed with the Dice coefficient and
the unweighted pair group method using arithmetic averages
(UPGMA).

Multilocus sequence typing (MLST) was performed in the
plasmid-mediated ampC-positive E. coli isolates, according to
the website database recommendations (http://mlst.ucc.ie/
mlst/dbs/Ecoli). These isolates were assigned to the four
major phylogenetic groups (A, B1, B2 and D) using a PCR
strategy [20].

Conjugation Assay

The genetic transference of blaCMY-2 gene was analysed by
conjugation assays, following the filter-mating method and
using E. coli CSH26α (resistant to rifampicin) as recipient
strain. Mueller-Hinton agar plates containing rifampicin
(50 mg/L) combined with cefoxitin (8 mg/L) were used for
the selection of transconjugants. Repetitive extragenic palin-
dromic PCR (REP-PCR) was used to compare the

transconjugant, donor and recipient patterns [21]. Additional-
ly, phenotypic and genotypic analyses were performed over
the transconjugants obtained.

Plasmid Characterization and Location of Antimicrobial
Resistance Genes

The plasmids of the transconjugant and donor strains were
classified into incompatibility groups using the PCR-based
replicon-typing method [22].

DNA digestion with S1 nuclease (Takara Inc., Japan) and
subsequent PFGE analysis was performed to determine the
size and number of the plasmids of the blaCMY- and qnrB-
carrying strains. S1-PFGE and I-Ceu1-PFGE gels were
analysed by Southern blot and hybridization using specific
probes for blaCMY, blaACT, IncK, qnrB and 16S rDNA (PCR
Dig probe Labelling Mix, Roche Applied Science, Barcelona,
Spain) to determine their plasmid or chromosomal location
[23].

Nucleotide Sequence Accession Numbers The GenBank
accession numbers for the new blaAmpC and qnrB genes
sequenced in this study are JN714479 (blaCMY-65),
JN714478 (blaCMY-66), JQ711185 (blaCMY-67), JN714480
(blaCMY-68), JX440350 (blaCMY-70), JQ711184 (blaCMY-71),
JX440349 (blaCMY-74), JX440351 (blaCMY-83), KF992025
(blaCMY-93), JX440357 (qnrB50), JX440355 (blaACT-12),
JX440354 (blaACT-14), JX440356 (blaACT-15), KF992026
(blaACT-17), KF992028 (blaACT-18), KF992029 (blaACT-19)
and KF992027 (blaACT-22).

Results and Discussion

In this work, we have characterized the AmpC beta-
lac tamases and other res is tance mechanisms in
Enterobacteriaceae family bacteria of the human faecal mi-
crobiota. This study shows the high diversity in beta-
lactamase genes among the bacteria isolated from healthy
human faecal samples.

Bacterial Isolation and Identification

Isolates of the family Enterobacteriaceae were detected in 46
of the 50 analysed faecal samples from healthy volunteers,
yielding a total of 70 isolates that included the following
species: E. coli (44 isolates), Citrobacter freundii (9),
Citrobacter braakii (4), E. cloacae (8), Proteus mirabilis (1),
Proteus vulgaris (1), Klebsiella oxytoca (1), Serratia sp. (1)
and Cronobacter sp. (1) (Table S2). From one to four isolates
with different morphologies were randomly recovered from
the same sample. As it was expected, the main number of the
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recovered bacteria belonged to the E. coli species followed by
bacteria of the Citrobacter and Enterobacter genera which
carry chromosomal ampC genes [4].

Antimicrobial Resistance Phenotypes and Beta-lactam
Resistance Mechanisms

Forty of the 70 isolates (57 %) showed ampicillin resistance
(Fig. 1). The AmpC phenotype was detected in 22 isolates
(31 %) and the ESBL phenotype in 3 isolates (4 %). These
percentages are considerable if we take into account that iso-
lates were recovered in non-selective medium. The percentages
of antibiotic resistance of the 70 isolates are shown in Fig. 1.

Mechanisms of Beta-lactam Resistance

The ESBL-positive isolates belonged to the E. coli species and
harboured the blaSHV-12 (two strains) and blaCTX-M-15+
blaOXA-1 (one strain) genes. The remaining ampicillin-
resistant isolates showed the following genes: blaTEM-1

(one blaTEM-1a, six blaTEM-1b, three blaTEM-1c) in ten E. coli
isolates, blaSHV-1 in one E. coli and in one C. freundii, and
the association of blaOXA-1 and blaTEM-1b gene in another
E. coli. Fifty percent of the ampicillin-resistant E. coli
strains were carriers of the blaTEM-1 gene, which was first
discovered in 1963 and rapidly spread to many species of
the human bacterial microbiota [24]. The blaTEM-1 gene is
probably the most frequent mobilized gene involved in
ampicillin resistance in intestinal E. coli [25].

The most frequently isolated AmpC phenotype-positive
bacteria were C. freundii (40.9 %) and E. cloacae (36.4 %),
followed by C. braakii (18.2 %) and E. coli (4.5 %).
Citrobacter and Enterobacter species (among other species)

carry chromosomal inducible AmpC beta-lactamases [4].
These intrinsically encoded genes have been proposed as the
origin of several plasmid-mediated resistance genes [4]. In
fact, in the last years, new chromosomal variants have been
reported to spread into mobilized elements [6, 8, 9].

A high diversity of blaCMY and blaACT genes has been
detected in our study from Citrobacter and Enterobacter
species, respectively. Regarding Citrobacter isolates, all of
the 13Citrobacter amplified the blaCMY gene. After amplicon
sequencing and protein translation, 11 different CMYvariants
were obtained (Table 1, Fig. 2), 9 of them being new ones and
registered at Lahey database (http://www.lahey.org/Studies/
other.asp#table 1) as CMY-65, CMY-66, CMY-67, CMY-68,
CMY-70, CMY-71, CMY-74, CMY-83 and CMY-93 beta-
lactamases. The genetic sequences were deposited in the
GenBank database (accession numbers JN714479,
JN714478, JQ711185, JN714480, JX440350, JQ711184,
JX440349, JX440351 and KF992025). The ampR and blc
genes were detected upstream and downstream, respectively,
of all blaCMY variants. Hybridization experiments revealed, as
expected, a chromosomal location of all these blaCMY genes.
The blaCMY-2 variant was found in only one C. freundii isolate,
and the blaCMY-67 and blaCMY-70 variants were detected each
one in two isolates. The PFGE analysis demonstrated unrelated
pulsotypes among all but two Citrobacter isolates. An indistin-
guishable PFGE pattern (C6) was found in the two blaCMY-67-
positive C. freundii strains that were isolated from two family-
related individuals (a mother and her son). On the other hand,
three Citrobacter strains (MS39.2, MS40.3b and MS41.1) re-
covered from three individuals with family relationship showed
unrelated PFGE patterns and different blaCMYvariants (Table 1)
(Fig. 4a). Regarding Enterobacter isolates, all of the eight
AmpC phenotype-positive E. cloacae amplified the blaACT-
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Fig. 1 Antibiotic resistance percentages in E. coli and other genera
bacteria studied in this work. AMP ampicillin, AMC amoxicillin/
clavulanic acid, CEP cephalothin, FEP cefepime, CTX cefotaxime,
FOX cefoxitin, CAZ ceftazidime, ATM aztreonam, IMI imipenem, MER

meropenem, ERT ertapenem, GEN gentamicin, TOB tobramycin, AMK
amikacin, KAN kanamycin, STR streptomycin, NAL nalidixic acid, CIP
ciprofloxacin, TMP trimethoprim, STX trimethoprim/sulfamethoxazole,
SUL sulphonamides, CHL chloramphenicol, FFL fosfomycin
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type genes, and seven new different ACT variants were found
and included in Lahey and GenBank databases (assigned as
blaACT-12, blaACT-14, blaACT-15, blaACT-17, blaACT-18, blaACT-19
and blaACT-22 and accession numbers JX440355, JX440354,
JX440356, KF992026, KF992028, KF992029 and KF992027,
respectively) (Table 1, Fig. 3). The blaACT-type genes were
chromosomally located, and the ampR and blc genes were
identified upstream and downstream of the blaACT gene, re-
spectively, in all eight E. cloacae isolates. Seven unrelated
PFGE patterns were detected among Enterobacter strains.
The two blaACT-17-harbouring E. cloacae that were isolated
from two individuals with family link showed the same PFGE
pattern (E5) (Fig. 4b). This data, added to Citrobacter data,
support the high commensal diversity of human gut microbiota
and the possibility of sharing more than genes among family
members [26].

In summary, it is important to remark that the amino acid
modifications detected among these new AmpC variants
found in Citrobacter and Enterobacter strains were not

located at the residues that have been demonstrated to be
extensively involved in the ESAC activity [11, 12]. On the
other hand, in vivo experiments showed mutations in these
ESAC-specific regions after antibiotic therapy [13]. These
data suggest that chromosomal AmpC genes are easily mutat-
ed, but they tend to conserve important regions that are only
modified when they confer a selective advantage.

pAmpC Characterization

The unique plasmidic AmpC beta-lactamase (pAmpC) iden-
tified in this study was detected in the E. coli MS34.2 which
was recovered from a sample where the blaCMY-83-harbouring
C. braakii strain was also detected. This E. coli isolate was
ascribed to the sequence type ST405, belonged to phyloge-
netic group D and showed high MIC values for cefoxitin
(128 mg/L), ceftazidime (64 mg/L), cefotaxime (16 mg/L)
and aztreonam (16 mg/L) (Table 1). Mutations in the chromo-
somal ampC attenuator region (+22, +26, +27, +32) of this

Table 1 Phenotype and genotype of the AmpC-positive strains

Specie Isolate PFGE
pattern

MIC (μg/mL) Resistance
phenotype
(no beta-lactams)

blaAmpC
genes

GenBank
accession
number

Other bla
genes detected

Other
resistance
genes foundAMP CTX CAZ FOX ATM FEP

E. coli MS34.2 >256 16 64 128 16 1 STRb blaCMY-2 aadA1/2

C. freundii MS25.3 C1 64 0.12 1 64 0.125 ≤0.03 blaCMY-70 qnrB50c

C. freundii MS40.3 C4 32 ≤0.06 0.5 32 0.06 ≤0.03 blaCMY-65 JN714479

C. freundii MS39.2 C5 64 ≤0.06 0.5 64 0.06 ≤0.03 TOB blaCMY-71 JQ711184 blaSHV-1 qnrB16

C. freundii MS38.1 C6 64 ≤0.06 0.5 64 0.125 ≤0.03 blaCMY-67 JQ711185

C. freundii MS42.2 C6 64 ≤0.06 0.5 128 0.06 ≤0.03 blaCMY-67

C. freundii MS58.1 C7 32 0.12 0.5 64 0.06 ≤0.03 blaCMY-68 JN714480

C. freundii MS13.3 C8 64 0.12 1 128 0.25 ≤0.03 STR blaCMY-2 qnrB9

C. freundii MS28.3 C10 64 0.12 1 64 0.125 ≤0.03 blaCMY-66 JN714478 qnrB35

C. freundii MS41.2 C11 16 ≤0.06 0.25 4 0.06 ≤0.03 NAL, SUL, GEN blaCMY-48

C. braakii MS34.1a C2 64 0.12 1 128 0.125 0.06 blaCMY-83 JX440351

C. braakii MS24.1 C3 128 0.12 1 64 0.25 0.06 blaCMY-70 JX440350

C. braakii MS8.2 C9 32 0.12 0.5 64 0.06 ≤0.03 blaCMY-74 JX440349

C. braakii MS41.1a C12 32 0.06 0.5 32 0.06 ≤0.03 blaCMY-93 KF992025 qnrB47

E. cloacae MS19.1 E1 128 0.25 1 256 0.125 0.06 TMP, STR blaACT-14 JX440354

E. cloacae MS20.1 E2 256 0.12 0.5 ≥256 0.125 0.06 FFL blaACT-12 JX440355

E. cloacae MS25.1 E3 64 0.12 0.5 >256 0.125 0.06 blaACT-22 KF992027

E. cloacae MS22.1 E4 16 0.25 0.25 8 ≤0.03 ≤0.03 blaACT-15 JX440356

E. cloacae MS13.1 E5 32 0.12 0.5 64 ≤0.03 ≤0.03 GEN, STR blaACT-17

E. cloacae MS16.2 E5 32 ≤0.06 0.25 64 0.06 ≤0.03 blaACT-17 KF992026

E .cloacae MS25.2 E6 64 0.5 1 128 0.125 0.125 STR blaACT-18 KF992028

E. cloacae MS55.2 E7 64 ≤0.06 0.25 256 0.06 0.06 blaACT-19 KF992029

AMP ampicillin, CTX cefotaxime, CAZ ceftazidime, FOX cefoxitin, ATM aztreonam, FEP cefepime, STR streptomycin, NAL nalidixic acid, SUL
sulphonamides, GEN gentamicin, TOB tobramycin, TMP trimethoprim, FFL fosfomycin
a Identified by MALDI-TOF
b Intermediated susceptibility
c New variant, GenBank accession number JX440357
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strain were found, but none of them were in important posi-
tions to justify the AmpC phenotype. This phenotype was
associated with the detection of the blaCMY-2 gene which is
the most commonly found plasmid-mediated blaCMY variant
in Enterobacteriaceae. Indeed, two copies of the blaCMY-2

gene were detected in this strain in association with the struc-
ture ISEcp1-blaCMY-2-blc, one of both copies was found in the
same orientation than the ISEcp1 element and the other copy
in the opposite one. However, the other surrounding regions
and structures previously described by Verdet et al. [27] were
not found among them. These two copies and the differences
in their expression regulation would justify the differences in
the susceptibility to beta-lactams between MS34.2 and
Citrobacter strains with this enzyme variant. At least two
typeable plasmids (IncK and IncI1) were detected in the bla-

CMY-2-positive E. coli strain, and the hybridization and con-
jugation experiments demonstrated that the blaCMY-2 gene was
located into the ~78-kb self-transferable IncK plasmid.

This study shows a low rate (2 %) of people colonized by
strains carrying plasmid-mediated ampC genes, representing
1.4 % of the total studied isolates. A recent multicentric study

carried out in Spain showed a prevalence of pAmpC of
0.64 % among clinical isolates [28]. Our results demon-
strate that there could be a similar prevalence of pAmpC-
carrying strains in the normal intestinal human microbi-
ota. Extensive studies of carriers should be performed
due to the possibility of spread of this opportunist strains
or their plasmid into clinical cases.

Other Non-beta-lactamic Resistance Mechanisms

Regarding other antimicrobial resistance mechanisms, it is
important to highlight the presence of qnrB variants only
among the 13 Citrobacter isolates. Five chromosomally lo-
cated qnrB variants (qnrB9, qnrB16, qnrB35, qnrB47,
qnrB50) were obtained in five of these isolates (38 %) (Ta-
ble 1). The qnrB50 variant was firstly described in this work
and, after registering at Lahey database (http://www.lahey.org/
qnrStudies/), was deposited in GenBank with the accession
number JX440357.

None of the AmpC-positive isolates contained integrons,
but three of the remaining isolates showed class 1 integrons

CMY-2   MMKKSLCCALLLTASFSTFAAAKTEQQIADIVNRTITPLMQEQAIPGMAVAVIYQGKPYYFTWGKADIANNHPVTQQTLFELGSVSKTFNGVLGGDAIARGEIKLSDPVTKYWPELTGKQ 120
CMY-71  --------------P---------------T-------------------------------------T--------------------------------------------------- 120 
CMY-67  -----I---------------------------------------------I--E----------------------------------------------------------------- 120 
CMY-48  -----I---------------------------------------------I--E----------------------------------------------------------------- 120 
CMY-65  -----I---------------------------------------------I--E----------------------------------------------------------------- 120 
CMY-68  -----I-----------------------------------------I---I--E----------------------------------------------------------------- 120 
CMY-66  -----I---------------------------------------------I--E----------------------------------------------------------------- 120 
CMY-74  -----I---------------------------------------------I-------------------R--------------------------------------H--------- 120 
CMY-93  -----I---------------------------------------------I-------------------R--------------------------------F-----H--------- 120 
CMY-83  -----I---------------------------------------------I-------------------R--------------------------------------H--------- 120 
CMY-70  -----I---------------------------------------------I-------------------R--------------------------------------Q--------- 120 

*****:********.*************** ****************:***:**:*************:**:********************************:*****:********* 

CMY-2   WQGIRLLHLATYTAGGLPLQIPDDVRDKAALLHFYQNWQPQWTPGAKRLYANSSIGLFGALAVKPSGMSYEEAMTRRVLQPLKLAHTWITVPQNEQKDYAWGYREGKPVHVSPGQLDAEA 240 
CMY-71  ----S--------------------T------R---------A----------------------------------------------------------------A------------ 240 
CMY-67  -R--S------------------E-T------R------------------------------Q-----------------------------S---N---------------------- 240 
CMY-48  -R--S--------------------T------R------------------------------------------------------------S---N---------------------- 240 
CMY-65  -R--S--------------------T---E--R----------------------------V-------------------------------S---N---------------------- 240 
CMY-68  -R--S------------------E-T---E--R----------------------------V-------------------------------S---N---------------------- 240 
CMY-66  -R--S-------------------IT------R----------------------------V-------------------------------S---N---------------------- 240 
CMY-74  ----S---------------V----T------R---------A--------------------------------K---H-------------S-------------------------- 240 
CMY-93  ----S---------------V----T------R---------A--------------------------------K---R-------------S-------------------------- 240 
CMY-83  ----S---------------V----T------R---------A--------------------N-----------K---R-------------S-------------------------- 240 
CMY-70  ----S---------------V----T------R---------A--------------------K----------SK---H-------------S-------------------------- 240 

*:** ***************:**:: *** **:*********:******************.*:**********::***:*************.***:*********.************ 

CMY-2   YGVKSSVIDMARWVQANMDASHVQEKTLQQGIALAQSRYWRIGDMYQGLGWEMLNWPLKADSIINGSDSKVALAALPAVEVNPPAPAVKASWVHKTGSTGGFGSYVAFVPEKNLGIVMLA 360
CMY-71  ------- -------V-----R------------------------------------------------------------------------------------------K------- 360 
CMY-67  --------------------------------E--------------------------------------------------------------------------------------- 360 
CMY-48  --------------------------------E--------------------------------------------------------------------------------------- 360 
CMY-65  --------------------------------E--------------------------------------------------------------------------------------- 360 
CMY-68  --------------------------------E--------------------------------------------------------------------------------------- 360 
CMY-66  ---------------------L----------E--------------------------------------------------------------------------------------- 360 
CMY-74  ----------T----------Q----------E--------V---------------V------S------------------------------------------------------- 360 
CMY-93  ----------T----------Q----------E--------V---------------V------S------------------------------------------------------- 360 
CMY-83  ----------T----------Q----------E------------------------V------S------------------------------------------------------- 360 
CMY-70  ----------T----------Q----------E------------------------V------S------------------------------------------------------- 360 

**********:****.***** ********** ********:***************:******.***********************************************:******* 

CMY-2   NKSYPNPVRVEAAWRILEKLQ 381 
CMY-71  --------------------- 381 
CMY-67  -------A---V--------- 381 
CMY-48  -------A------------- 381 
CMY-65  -------A------------- 381 
CMY-68  --------------------- 381 
CMY-66  -------A------------- 381 
CMY-74  --------------------- 381 
CMY-93  --------------------- 381 
CMY-83  --------------------- 381 
CMY-70  --------------------- 381 

*******.***.********* 

Fig. 2 Comparison among the different CMYvariants found. Different residues in relation to CMY-2 are in bold letters, and residues corresponding to
CMY-2 are shaded in changed positions
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with the following gene cassette arrangements: blaOXA-1+
aadA1 (1 isolate), dfrA17-aadA5 (1) and dfrA5 (1). All the
integron-positive strains were E. coli ones. No class 2 and 3
integrons were detected among the 70 studied isolates.

Concluding Remarks

The human gut is a natural reservoir of antibiotic resistance
genes. In this study, we probe a noteworthy incidence of

MS39.2   -C5
MS38.1   -C6
MS42.2   -C6
MS58.1   -C7
MS13.3   -C8
MS8.2     -C9
MS28.3   -C10
MS41.2   -C11

MS34.1   -C2
MS24.1   -C3
MS40.3b-C4

MS25.3   -C1

MS25.2   -E6

MS16.2   -E5
MS22.1   -E4
MS25.1   -E3
MS20.1   -E2
MS19.1   -E1

MS13.1   -E5

MS55.2a -E7

a)

b)

Fig. 4 XbaI-PFGE patterns. a
Citrobacter freundii and
Citrobacter braakii strains. b
Enterobacter cloacae strains

P99           MMRKSLCCALLLGISCSALATPVSEKQLAEVVANTITPLMKAQSVPGMAVAVIYQGKPHYYTFGKADIAANKPVTPQTLFELGSISKTFTGVLGGDAIARGEISLDDAVTRYWPQLTGKQ 120 
ACT-14        --K-----------------A--------------V--------I--------------------------------------------------------------P------------ 120 
ACT-18        --K-----------------A-----------------------I--------------------------------------------------------------P------------ 120 
ACT-15        --K--------------------------------V-----------------------------------------------------------------------P------------ 120 
ACT-17        --K--------------------------------V-----------------------------------------------------------------------P------------ 120 
ACT-19        --K--F------A--G----A--------------V-----T-AI-------------------E-----K------------------------------------P--KF--E----- 120 
ACT-12        --K---------ST--A---A-L--T---K--ER-V--------I-----------Q---F------V---T---Q-----------------------------G-P--K---E----- 120 
ACT-22        --K---------ST--A---A-M--T---K---R-V--------I-----------Q---F------V---T---Q-----------------------------S-P--K---E----- 120 

**:**:******. * :***:*:**.***:** .*:*****:*::***********:***:***:**:**:.***.*****************************.*.**::**:***** 

P99           WQGIRMLDLATYTAGGLPLQVPDEVTDNASLLRFYQNWQPQWKPGTTRLYANASIGLFGALAVKPSGMPYEQAMTTRVLKPLKLDHTWINVPKAEEAHYAWGYRDGKAVRVSPGMLDAQA 240 
ACT-14        -----------------------------A--------------------------------------G--------------------------------------------------- 240 
ACT-18        -----------------------------A--------------------------------------G--------------------------------------------------- 240 
ACT-15        -------------------------------------------S---------------------------------------------------------------------------- 240 
ACT-17        ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 240 
ACT-19        ----------------------E-------------H-------------------------------R------K--F---R-N----------A-------------HI--------- 240 
ACT-12        ---V--------------------------------S-----A-------------------------RF-----E------N-N-----------Q------------H---------- 240 
ACT-22        ---V--------------------------------S-----A-------------------------RF-----E------N-N-----------Q------------H---------- 240 

***:******************:******:****** ***** .************************ :***** **:***.*:**********  ************::*******:* 

P99           YGVKTNVQDMANWVMANMAPENVADASLKQGIALAQSRYWRIGSMYQGLGWEMLNWPVEANTVVEGSDSKVALAPLPVAEVNPPAPPVKASWVHKTGSTGGFGSYVAFIPEKQIGIVMLA 360 
ACT-14        ---------------------K-----------------------------------------I-----------------------------------------L-------------- 360 
ACT-18        ---------------------K-----------------------------------------I-------------------------------------------------------- 360 
ACT-15        ------------------------------------------------------------------------------V----------------------------------------- 360 
ACT-17        ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 360 
ACT-19        ----------------------I-------------------------------------KM-I----N--------------------------------------------------- 360 
ACT-12        -------K---S--V-----DG-Q-------MV--------T------------------K-------N-------------------------------------------EL------ 360 
ACT-22        -------K---S--V-----DG-Q-------M---------T------------------K-------N-------------------------------------------KL------ 360 

*******:***.**:*****: : *******:.******** ******************: *:****.*********.**************************:******::****** 

P99           NTSYPNPARVEAAYHILE--- 381 
ACT-14        -K---------------D--- 381 
ACT-18        -K---------------D--- 381 
ACT-15        --------------------- 381 
ACT-17        --------------------- 381 
ACT-19        -K---------------D--- 381 
ACT-12        -K------------R--S--- 381 
ACT-22        -K------------R--S--- 381 

*.************:**.*** 

Fig. 3 The different ACT variants found in comparison with the cephalosporinase P99. Different residues in relation to ACT of E. cloacae P99 are
marked in bold letters, and residues corresponding to ACT of E. cloacae P99 are shaded in changed positions
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bacteria, recovered from healthy human faecal samples, car-
riers of ampC genes (intrinsic or acquired) with a high poly-
morphism among them. Bacteria sharing among family mem-
bers has also been demonstrated. Surveillance studies of the
evolution and spread of these genes in the community, as well
as of specific clones involved in the spread of several resis-
tance determinants, as in the case of E. coli ST405, are
important to be performed in order to know the impact of
the use of antimicrobial agents in our microbiota and to
anticipate future clinical problems. Extensive carrier studies
would provide us important information that could allow the
anticipation of future global health problems.
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Table S1: Primers used.  

Primer 
Number Primer name Sequence (5’-3’) 

PCR 
product 
size (bp) 

Target gene or 
region Reference 

1 MOXM-F GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT Pérez-Pérez and Hanson 2002 
2 MOXM-R CACATTGACATAGGTGTGGTGC 

520 blaMOX, blaCMY 
Pérez-Pérez and Hanson 2002 

3 CITM-F TGGCCAGAACTGACAGGCAAA Pérez-Pérez and Hanson 2002 
4 CITM-R TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC 

462 blaLAT, blaCMY, blaBIL 
Pérez-Pérez and Hanson 2002 

5 DHAM-F AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT Pérez-Pérez and Hanson 2002 
6 DHAM-R CCGTACGCATACTGGCTTTGC 

406 blaDHA 
Pérez-Pérez and Hanson 2002 

7 ACCM-F AACAGCCTCAGCAGCCGGTTA Pérez-Pérez and Hanson 2002 
8 ACCM-R TTCGCCGCAATCATCCCTAGC 

346 blaACC 
Pérez-Pérez and Hanson 2002 

4 EBCM-F TCGGTAAAGCCGATGTTGCGG Pérez-Pérez and Hanson 2002 
9 EBCM-R CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT 

302 blaMIR, blaACT 
Pérez-Pérez and Hanson 2002 

10 FOXM-F AACATGGGGTATCAGGGAGATG Pérez-Pérez and Hanson 2002 
11 FOXM-R CAAAGCGCGTAACCGGATTGG 

190 blaFOX 
Pérez-Pérez and Hanson 2002 

12 AmpRFH2a GTACATGCGTTAATTATCAGGC Balcewich et al. 2010 
13 CMY-Ra TAAAACCAGGTTCCCAGATAGC Stapleton et al. 1999 
14 CITAmpR-Fb GTTGACGACTGAAGGGGAAA This study 
15 CITAmpR-Rb ACGGACGAATCAAACACCAT This study 
3 CITM-Fb TGGCCAGAACTGACAGGCAAA Pérez-Pérez and Hanson 2002 
16 CITSEQ-Fb AACACACTGATTGTGTCTGAC Pérez-Pérez and Hanson 2002 
17 CITSEQ-Rb CTGGGCCTCATCGTCAGTTA Pérez-Pérez and Hanson 2002 
18 CMYnew-seq-Rb GATATCGGCTTTACCCCA 

2422 ampR-blaCMY-blc 

This study 
19 CITAmpR-Ra ACGGACGAATCAAACACCAT This study 
9 EBCM-Ra CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT Pérez-Pérez and Hanson 2002 
20 EBC-Rnewc ATTTCACCGCGAGCAATGGCATC 

1286 ampR-blaACT 
This study 

21 EBC-F-newa GCCGCACTACTTTACCTTCG This study 
22 EBCblc-Ra GTCCAGCATCTGCTGTTTCA This study 
23 EBC-seq-newd TACAGGTACCGGATGAGGTC 

1582 blaACT-blc 
This study 

24 ISCPU1-F AAAAATGATTGAAAGGTGGT Saladin et al. 2002 

4 CITM-R TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC 
1025 

ISEcp1- blaCMY-2 

Pérez-Pérez and Hanson 2002 
25 K-CMY-F TCTTGATTTTATTTGTTGAGTC Verdet et al, 2009 
4 CITM-R TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC 

1755 
ISEcp1- blaCMY-2 

Pérez-Pérez and Hanson 2002 



26 AMPC-F AATGGGTTTTCTACGGTCTG Rocha-Gracia et al. 2010 
27 AMPC-R GGGCAGCAAATGTGGAGCAA 

1917 ampC promoter 
Rocha-Gracia et al. 2010 

28 TEM-F ATTCTTGAAGACGAAAGGGC Sáenz et al. 2004 
29 TEM-R ACGCTCAGTGGAACGAAAAC 

1150 blaTEM 
Sáenz et al. 2004 

30 SHV-F CACTCAAGGATGTATTGTG Sáenz et al. 2004 
31 SHV-R TTAGCGTTGCCAGTGCTCG 

885 blaSHV 
Sáenz et al. 2004 

32 OXA-1F ACACAATACATATCAACTTCGC Sáenz et al. 2004 
33 OXA-1R AGTGTGTTTAGAATGGTGATC 

813 blaOXA 
Sáenz et al. 2004 

34 CTXM-Univ-F CGATGTGCAGTACCAGTAA Batchelor et al.2005 
35 CTXM-Univ-R TTAGTGACCAGAATCAGCGG 

585 blaCTXM 
Batchelor et al.2005 

36 AadA1-F GCAGCGCAATGACATTCTTG Sáenz et al. 2004 
37 AadA1-R ATCCTTCGGCGCGATTTTG 

282 aadA 
Sáenz et al. 2004 

38 AAC1-F ACCTACTCCCAACATCAGCC Sáenz et al. 2004 
39 AAC1-R ATATAGATCTCACTACGCGC 

169 aac(3)-I 
Sáenz et al. 2004 

40 AAC2-F ACTGTGATGGGATACGCGTC Sáenz et al. 2004 
41 AAC2-R CTCCGTCAGCGTTTCAGCTA 

237 aac(3)-II 
Sáenz et al. 2004 

42 AAC4-F CTTCAGGATGGCAAGTTGGT Sáenz et al. 2004 
43 AAC4-R TCATCTCGTTCTCCGCTCAT 

286 aac(3)-IV 
Sáenz et al. 2004 

44 ANT(2)-F ATGTTACGCAGCAGGGCAGTCG Sáenz et al. 2004 
45 ANT(2)-R CGTCAGATCAATATCATCGTGC 

187 ant(2’’) 
Sáenz et al. 2004 

46 intI1-F GGGTCAAGGATCTGGATTTCG Sáenz et al. 2004 
47 intI1-R ACATGCGTGTAAATCATCGTCG 

483 intI1 
Sáenz et al. 2004 

48 intI2-F CACGGATATGCGACAAAAAGGT Sáenz et al. 2004 
49 intI2-R GTAGCAAACGAGTGACGAAATG 

788 intI2 
Sáenz et al. 2004 

50 intI3- F GCCTCCGGCAGCGACTTTCAG Mazel et al. 2000 
51 intI3-R ACGGATCTGCCAAACCTGACT 

979 intI3 
Mazel et al. 2000 

52 SUL1-F TGGTGACGGTGTTCGGCATTC Sáenz et al. 2004 
53 SUL1-R GCGAGGGTTTCCGAGAAGGTG 

789 sul1 
Sáenz et al. 2004 

52 SUL2-F CGGCATCGTCAACATAACC Sáenz et al. 2004 
54 SUL2-R GTGTGCGGATGAAGTCAG 

722 sul2 
Sáenz et al. 2004 

55 QnrA-F GGGTATGGATATTATTGATAAA Rocha-Gracia et al. 2010 
53 QnrA-R CTAATCCGGCAGCACTATTA 

580 qnrA 
Rocha-Gracia et al. 2010 

56 QnrBnew-F GATCGTGAAAGCCAGAAAGG Wang et al. 2008 
57 QnrBnew-R ACGATGCCTGGTAGTTGTCC 

468 qnrB 
Wang et al. 2008 

58 QnrBnew-F GATCGTGAAAGCCAGAAAGG Wang et al. 2008 
59 SapAR-F GCAGCAGCCTGACCACTC 

variable 
qnrB+orf2+sapA or 

qnrB +sapA Verdet et al. 2006 



60 QnrBpsp2 AAATTTAAYCAGAAAAAAGC Jacoby et al. 2011 
61 QnrBnew-R ACGATGCCTGGTAGTTGTCC 

variable pspF+qnrB 
Wang et al. 2008 

62 QnrS-F AGTGATCTCACCTTCACCGC qnrS Rocha-Gracia et al. 2010 
63 QnrS-R CAGGCTGCAATTTTGATACC 

550 
 Rocha-Gracia et al. 2010 

64 aac(6')-Ib-Fe TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA Rocha-Gracia et al. 2010 
65 aac(6')-Ib-Re CTCGAATGCCTGGCGTGTTT Rocha-Gracia et al. 2010 
66 aac(6')-Ib-seq CGTCACTCCATACATTGCAA 

482 aac(6')-Ib 
Rocha-Gracia et al. 2010 

67 QepA-F GGACATCTACGGCTTCTTCG Rocha-Gracia et al. 2010 
68 QepA-R CAACTGCTTGAGCCCGTAG 

671 qepA 
Rocha-Gracia et al. 2010 

 

a Used to amplify and sequencing 
b Used to sequence the PCR product obtained with primers 12 and 13. 
c Used to sequence the PCR product obtained with primers 9 and 19. 
d Used to sequence the PCR product obtained with primers 21 and 22. 
e Used only to PCR amplification. The primer 66 is used for sequencing. 
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Table S2. Bacterial isolates 
 
Sample name Number of isolates Isolated species 

MS2 1 E. coli (1) 
MS4 1 E. coli (1) 
MS5 1 E. coli (1) 
MS6 1 E. coli (1) 
MS8 2 E. coli (1) 

Citrobacter braakii (1) 
MS9 1 E. coli (1) 
MS10 1 E. coli (1) 
MS11 1 E. coli (1) 
MS12 3 E. coli (1) 

Serratia sp. (1) 
Proteus vulgaris (1) 

MS13 2 Enterobacter cloacae (1) 
Citrobacter freundii (1) 

MS14 1 E. coli (1) 
MS15 1 E. coli (1) 
MS16 1 Enterobacter cloacae (1) 
MS17 2 E. coli (2) 
MS18 0  - 
MS19 1 Enterobacter cloacae (1) 
MS20 1 Enterobacter cloacae (1) 
MS21 1 E. coli (1) 
MS22 2 E. coli (1) 

Enterobacter cloacae (1) 
MS24 1 Citrobacter braakii (1) 
MS25 1 Enterobacter cloacae (2) 

Citrobacter freundii (1) 
MS26 0  - 
MS27 1 E. coli (1) 
MS28 2 E. coli (2) 

Citrobacter freundii (1) 
MS32 1 E. coli (1) 
MS33 1 E. coli (1) 
MS34 2 E. coli (1) 

Citrobacter braakii (1) 
MS35 1 E. coli (1) 
MS36 1 E. coli (1) 
MS38 2 E. coli (1) 

Citrobacter freundii (1) 
MS39 3 E. coli (1) 

Citrobacter freundii (1) 
Cronobacter sp. (1) 

MS40 2 E. coli (2) 
Citrobacter freundii (1) 



MS41 2 Citrobacter braakii (1) 
Citrobacter freundii (1) 

MS42 2 E. coli (1) 
Citrobacter freundii (1) 

MS44 1 E. coli (1) 
MS45 3 E. coli (1) 

Klebsiella oxytoca (1) 
Proteus miriabilis (1) 

MS46 1 E. coli (1) 
MS48 1 E. coli (1) 
MS49 1 E. coli (1) 
MS50 2 E. coli (1) 
MS51 0  
MS52 1 E. coli (1) 
MS53 1 E. coli (1) 
MS54 0  
MS55 4 E. coli (3) 

Enterobacter cloacae (1) 
MS56 1 E. coli (1) 
MS57 2 E. coli (2) 
MS58 2 E. coli (1) 

Citrobacter freundii (1) 
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1Área de Bioquı́mica y Biologı́a Molecular, Universidad de La Rioja,
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Sir,
The effectiveness of b-lactams against Gram-negative bacilli has
declined over time due to the emergence and spread of
b-lactamases. Avibactam, which is currently in development in
clinical trials in combination with the b-lactams ceftazidime, cef-
taroline fosamil and aztreonam, is a potent inhibitor of class A,
class C and some class D b-lactamases.1 Paired with ceftazidime,
it is effective against a wide range of b-lactamase-producing
Gram-negative strains and superior to clavulanate- or
tazobactam-based combinations.1,2

Recently, Livermore et al.3 showed that structural modifica-
tions in the AmpC b-lactamase of Enterobacter cloacae could
alter the susceptibility to avibactam. These AmpC variants
obtained in vitro had either an amino acid deletion in the V loop
or an Asn-346�Ile replacement in helix H-11 of the mature
enzyme. Interestingly, the Asn-346�Ile substitution had already
been shown to extend the hydrolysis spectrum of the plasmid-
borne CMY-10 b-lactamase.4 Moreover, this replacement
occurred in the vicinity of the R2 binding site, which is a hotspot
for mutations accounting for an extended hydrolysis spectrum.5

Indeed, extended-spectrum AmpC b-lactamases, which consti-
tute an emerging mechanism of resistance that compromises
the clinical activity of extended-spectrum cephalosporins, includ-
ing cefepime,5 and carbapenems when combined with outer Ta
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membrane impermeability,6 derive mainly from wild-type cepha-
losporinases by structural alterations in the R2 binding site that
accommodates the R2 lateral side chain of b-lactams. Taken
together, these findings suggest that acquired resistance to avi-
bactam and extension of the hydrolysis spectrum of class C
b-lactamases might result from the same structural changes. It
prompted us to investigate the inhibitory activity of avibactam
against extended-spectrum AmpC b-lactamases containing
structural changes in the R2 binding site.

Six isogenic Escherichia coli recombinant clones—E. coli TOP10
pEC14, E. coli TOP10 pEC16, E. coli TOP10 pEC17, E. coli TOP10
pEC18, E. coli TOP10 pMEV and E. coli TOP10 pBER—that have
been characterized in previous work6 – 8 were tested in this
study. They expressed extended-spectrum AmpC enzymes with
representative structural alterations in the R2 binding site, such
as the Val-298�Leu and His-296�Pro replacements,7 the
Ser-287�Asn and Ser-287�Cys substitutions,7 the Ser-282
duplication6 and the tandem duplication of the alanine residues
at positions 294 and 295.8 All these modifications occurred in
the R2 loop7 or the H-9 and H-10 helices,6 – 8 which are secondary
structures surrounding the R2 binding site.5

The MICs of ceftazidime, cefepime and imipenem were deter-
mined using an agar dilution technique on Mueller–Hinton agar
(Sanofi Diagnostics Pasteur, Paris, France) plates and Mueller–
Hinton agar supplemented with 4 mg/L avibactam with an inocu-
lum of 104 cfu per spot, and were interpreted according to the
guidelines of the CLSI.9 Results are shown in Table 1. Avibactam
restored the susceptibility to ceftazidime and cefepime of all
recombinant clones, thus confirming its potency against these
variant enzymes. These results are in agreement with the crystal-
lographic study carried out by Lahiri et al.,10 which showed the
weak interaction between avibactam and the R2 binding site of
the AmpC b-lactamase of Pseudomonas aeruginosa. According to
that study, the carboxamide and sulphate groups of avibactam,
and the carbonyl oxygen of the acylated compound, did not inter-
act with the R2 binding site of the AmpC enzyme. By contrast, the
hydrophobic side chain of the Ala-293 residue, which is located in
the R2 loop, interacted with the piperidine ring of the inhibitor.10

In conclusion, the present study demonstrates that avibactam,
which is a novel covalent non-b-lactam b-lactamase inhibitor,
remains active against extended-spectrum AmpC b-lactamases,
suggesting that this molecule could be used in clinical practice
with limited risk of selecting AmpC variants.
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Objectives: To characterize the mechanisms involved in carbapenem resistance, as well as the genetic elements
supporting their mobilization, in a multidrug-resistant Escherichia coli isolate.

Methods: The E. coli isolate was obtained from a patient with fatal urinary sepsis. Antimicrobial susceptibility test-
ing was performed by the disc diffusion and agar dilution methods. The E. coli molecular type and phylogroup
were determined using multilocus sequence typing and the triple PCR technique, respectively. PCR and sequen-
cing were used for virulence and resistance genotype characterization. Plasmid content and gene location were
analysed by S1-PFGE, I-Ceu1-PFGE and hybridization experiments. Transformation assays were performed.

Results: The E. coli strain, typed as ST448 and phylogroup B1, was resistant to all tested antibiotics except
fosfomycin, tigecycline and tetracycline. The following resistance and virulence genetic structures were obtained:
ISKpn7+blaKPC-3+ISKpn6 linked to Tn4401; tnpR+aac(6 ′)-Ib ′-9+aadA1+blaOXA-9+tnpR+blaTEM-1a+
tnpB+strB+strA+sul2; intI1+blaVIM-1+aac(6 ′)-Ib′ +aphA15+aadA1+catB2+qacED1-sul1+orf5; ISEcp1+
blaCMY-2; IS26+blaSHV-12; aph(3′)-I; aac(3)-IV; floR; catA; and fimA. Mutations in the ampC promoter (218, 21
and +58) and substitutions in the GyrA (Ser-83�Leu and Asp-87�Asn) and ParC (Ser-80�Ile) proteins were
observed. IncFII (ST2), IncA/C and ColETP plasmids of 145.5, 87 and ,2 kb, respectively, were found. The
blaVIM-1 gene was located in a non-typeable plasmid of .300 kb, and the blaKPC-3 gene in the 145.5 kb IncFII
plasmid. Transformant strains carried the IncFII and ColETP plasmids, and the blaKPC-3, blaTEM-1a, blaOXA-9,
aadA1, aac(6′)-Ib′-9, aac(3)-IV and floR genes.

Conclusions: This is the first report of the co-production of KPC-3, VIM-1, SHV-12, OXA-9 and CMY-2 in a unique
clinical multiresistant E. coli isolate. The dissemination of these genes on mobile genetic elements is alarming
and complicates antimicrobial therapies.

Keywords: carbapenems, ST448, plasmids, aac(6′)-Ib′, CMY-2

Introduction

The alarming rise in the incidence of bacteria resistant to today’s
antibiotics is becoming a major public health issue worldwide.1 In
recent years, the therapeutic options for treating some infec-
tions have been reduced. The case of carbapenem-resistant
Enterobacteriaceae is one of the most shocking.2 Carbapenems
are a therapeutic option against some nosocomial or hospital-
acquired infections caused by Gram-negative pathogens.2 The
increase in carbapenem-resistant bacteria is mostly linked to the
widespread dissemination of acquired carbapenemases, which are

able to hydrolyse nearly all b-lactam antibiotics, including carbape-
nems. Additionally, carbapenemase-encoding genes are usually
located in mobile genetic elements that may carry other resistance
determinants, aggravating the problem.2 The spread of resistance
determinants by horizontal genetic mobilization processes are
involved in bacterial evolution, resulting in bacteria adapted to dif-
ferent environments.3

The aim of this study was to characterize the mechanisms
involved in carbapenem resistance, and the genetic elements sup-
porting their mobilization, in a multidrug-resistant Escherichia coli
isolate obtained from a patient with fatal urinary sepsis.

# The Author 2014. Published by Oxford University Press on behalf of the British Society for Antimicrobial Chemotherapy. All rights reserved.
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Methods

Case report
An elderly Spanish woman attended an emergency department with a
4 day history of persistent oliguria and fever, despite empirical treatment
with trimethoprim/sulfamethoxazole. Her medical history included renal
polycystosis, chronic renal disease and recurrent urinary tract infection,
among other diseases. Explorations revealed signs of renal lithiasis with
hydronephrosis and pyelonephritis. A mono J catheter was placed, and
an E. coli susceptible to all routine antibiotics was isolated. The patient
was admitted, and antimicrobial treatment was switched to ertapenem.
After 1 week, the patient developed hypercapnic encephalopathy requir-
ing mechanical ventilation. Mild improvement was observed for a few
days; however, aggravated symptoms (including fever, sepsis signs and
renal failure) appeared. Meropenem therapy was initiated. A new urine cul-
ture yielded significant growth of a multidrug-resistant E. coli (identified as
W1058). One day later the patient died.

Antimicrobial susceptibility testing
Testing for susceptibility to ampicillin, amoxicillin/clavulanate, piperacillin,
piperacillin/tazobactam, cefalotin, cefoxitin, cefotaxime, ceftazidime,
cefepime, aztreonam, imipenem, meropenem, doripenem, ertapenem,
streptomycin, gentamicin, kanamycin, tobramycin, amikacin, netilmicin,
nalidixic acid, ciprofloxacin, chloramphenicol, tetracycline, tigecycline,
colistin, trimethoprim, sulphonamides, trimethoprim/sulfamethoxazole,
fosfomycin, rifampicin and fusidic acid was performed by the disc diffusion
and/or agar dilution methods.4,5 The metallo-b-lactamase, extended-
spectrum b-lactamase, class A carbapenemase and AmpC phenotypes
were tested using inhibitor-based double-disc methods.6 – 9

Multilocus sequence typing (MLST) and phylogroup
characterization
MLST was performed according to the E. coli MLST Database (http://mlst.
ucc.ie/mlst/dbs/Ecoli) and the phylogenetic group was determined using
triple PCR (see Table S1, available as Supplementary data at JAC Online).

Antimicrobial resistance genes and virulence factors
The presence of metallo-b-lactamase, class A carbapenemase, extended-
spectrum b-lactamase, AmpC and other b-lactamase genes, in addition
to their surrounding regions, was determined using PCR, primer-walking
PCR and sequencing. Mutations in the ampC promoter/attenuator and in
the gyrA, gyrB and parC genes were analysed by PCR and sequencing.
Aminoglycoside, chloramphenicol, quinolone and sulphonamide resist-
ance genes, virulence factors and the presence of class 1, 2 and 3 inte-
grons were tested by PCR. The contained gene cassettes and the
integron promoter (Pc) were characterized by PCR and sequencing.

The primers used in all these PCRs are detailed in Table S1.

Plasmid and hybridization analysis
The plasmids were classified by PCR-based replicon typing and those
belonging to IncF were subtyped by plasmid MLST (Table S1). The plasmid
number and size were determined using S1-PFGE analyses (Takara Inc.,
Japan). The gels obtained from the plasmid extraction (Qiagen Midi Kit,
Hilden, Germany), S1-PFGE and I-Ceu1-PFGE (New England Biolabs Inc.,
USA) were analysed by Southern blot and hybridization using blaKPC-3,

blaVIM-1, ColETP, IncFII, IncA/C and 16S rDNA specific probes (PCR Dig
Probe Labelling Mix; Roche Applied Science, Barcelona, Spain).

Transformation assay
Electroporation of E. coli DH10B cells and plates with imipenem (32 mg/L),
imipenem (8 mg/L)+chloramphenicol (32 mg/L) or aztreonam (64 mg/L)
were used to select the transformants, which were confirmed by repetitive
extragenic palindromic sequence PCR (REP-PCR) (Table S1).

Results and discussion
The clinical E. coli strain W1058 belonged to phylogroup B1, was
ascribed to sequence type ST448 (clonal complex 448) and,
among the virulence factors tested, only the fimA gene was
detected.

Phenotype, genotype and their correlation

E. coli W1058 was resistant to all tested antibiotics except fosfo-
mycin, tigecycline, colistin and tetracycline. The MICs of ampicillin,
cefotaxime, ceftazidime, cefoxitin, cefepime, aztreonam, imipe-
nem and meropenem were alarming (≥256 mg/L). Related to
this phenotype, the blaVIM-1, blaKPC-3, blaSHV-12, blaOXA-9, blaTEM-1a

and blaCMY-2 b-lactamase genes and mutations in the chromo-
somal ampC promoter/attenuator region (218, 21 and +58)
were detected.

Among the other antimicrobial resistance genes investigated,
floR, catB2 and catA related to chloramphenicol resistance, sul1
and sul2 related to sulphonamide resistance and aph(3′)-I,
aac(3)-IV, aac(6′)-Ib′, aac(6′)-Ib ′-9, aadA1 and strA-strB related
to aminoglycoside resistance were found. Regarding quinolone
resistance (MIC of ciprofloxacin, 32 mg/L), the substitutions
Ser-83�Leu and Asp-87�Asn were found in GyrA, and
Ser-80�Ile in ParC, whereas neither mutations in GyrB nor trans-
ferable quinolone resistance genes were detected.

The presence of two aac(6′)-Ib′ variants was noted. Compared
with AAC(6′)-Ib, AAC(6′)-Ib′ is identical with the exception of the
Leu-119�Ser substitution, and AAC(6′)-Ib′-9 has Gln-118�Leu,
Leu-119�Ser and Asp-200�Val substitutions. The aac(6′)-Ib′-9
gene has previously been found associated with blaVIM-2,
blaKPC-2 or blaOXA-48 genes in Klebsiella pneumoniae carriers.10 – 12

To our knowledge, this is the first description of the coexistence
of blaVIM-1 and blaKPC-3 genes in an E. coli strain. Co-producers of
KPC and VIM have previously been described in K. pneumoniae iso-
lates in other countries,13,14 but never in Spain or in E. coli strains.

To determine the genetic environment of the b-lactamase
genes, and the coexistence of several resistance genes in the
same mobile structures, several studies were carried out.

Study of regions surrounding b-lactamase genes

E. coli W1058 contained a new class 1 integron with the
blaVIM-1+aac(6 ′)-Ib′ +aphA15+aadA1+catB2 gene cassette
arrangement regulated by a PcS promoter (Figure 1). This inte-
gron, named as In916 by the INTEGRALL database, was deposited
in GenBank under accession number KF856617.

The insertion sequences IS26 and ISEcp1 were found upstream
of the blaSHV-12 and blaCMY-2 genes, respectively. None of the pre-
viously described structures was found downstream of blaCMY-2,15

or the expected blc gene conserved from the chromosomal
blaCMY-2 origin (Figure 1).
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The ISKpn7-blaKPC-3-ISKpn6 structure associated with Tn4401 was
detected, as previously reported.16,17 Additionally, the blaOXA-9 and
blaTEM-1a genes were both located in the previously reported
Tn1331-associated structure: tnpR+aac(6′)-Ib ′-9+aadA1+
blaOXA-9+tnpR+blaTEM-1+tnpB+strB+strA+sul2 (Figure 1).11

Tn1331 includes the aac(6′)-Ib, aadA1, blaOXA-9 and blaTEM-1 anti-
biotic resistance genes, although aadA1/blaOXA-9 is a fused gene
cassette that can be excised in the presence of an IntI1 integrase,
allowing recombination events.18

Plasmid characterization and transformation assay

More than four plasmids of between ,2 and 388 kb were detected
in E. coli W1058. The blaKPC-3 gene was located in an IncFII
(F2:A-:B-) plasmid of 145.5 kb, the blaVIM-1 gene was located in a
non-typeable plasmid of 388 kb, and the IncA/C and ColETP probes
hybridized to plasmids of �87 and �2 kb, respectively.

The ColETP-like plasmid was completely sequenced, named as
pNPO1, and included in GenBank under accession number
KF992024. Among its 1917 nucleotides, neither antimicrobial
resistance genes nor mobilization (mob) elements were detected.
An open reading frame of 100 amino acids was identified, which
showed a zinc ribbon domain and a transmembrane TM2 domain,
and 99% identity with a hypothetical protein detected in a
Salmonella enterica strain (GenBank no. ESF63298). Interestingly,
this protein had previously been detected (but interrupted by the
Tn4401-blaKPC-2 element) in plasmid pBC633 of a carbapenem-
resistant K. pneumoniae strain (GenBank no. EU176012). Tn4401
is a transposon capable of mobilizing blaKPC genes at high fre-
quency,16 and the location of this Tn4401-blaKPC in plasmids
increases the rapid dissemination of blaKPC genes. Indeed, the
high degree of plasticity of KPC-carrying plasmids has recently
been demonstrated.19

To determine the transferability of the plasmids detected in E.
coli W1058, transformation assays were performed. Class A
carbapenemase-positive transformants resistant to penicillins,
carbapenems, aminoglycosides and chloramphenicol were
obtained from imipenem-containing plates. Additionally, the
genes blaKPC-3, blaTEM-1a, blaOXA-9, aadA1, aac(6′)-Ib ′-9, aac(3)-IV
and floR were detected, as well as the replicons IncFII and
ColETP. None of the remaining genes, the integron or the IncA/C
plasmid was amplified in the transformant strains. Considering
all these results, the coexistence of all these resistance genes in
the same IncFII plasmid could be deduced. Similar results detect-
ing the coexistence of Tn4401 and Tn1331 in the same plasmid
have previously been reported.11

KPC-type carbapenemases are largely disseminated world-
wide among K. pneumoniae isolates, but less frequently among
other Enterobacteriaceae species. In Spain, the clonal dissemin-
ation of Tn4401-blaKPC-3 on widespread IncFII plasmids in
Klebsiella isolates has been reported,2 but our work documents
not only the presence but also the transformation ability of
this type of blaKPC-3-harbouring plasmid in an E. coli strain.
Indeed, the transmission of KPC-carrying plasmids among
Enterobacteriaceae species has been previously demonstrated.20

No blaVIM-1-positive transformant was obtained in our study.
The location of this gene in an integron, which is not a self-mobile
element, and inside a large plasmid (388 kb), could explain the
lack of successful transfer, as has been reported by other stud-
ies.21 In previous studies, the blaVIM-1 gene has been detected in
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different class 1 integrons, such as In-e541, In113 and In110,
whose arrangements included more than three gene cassettes
related to aminoglycoside and/or chloramphenicol resistance.
Moreover, these large integrons were located inside plasmids of
type IncI1 or IncHI2 of 60 kb and 300–435 kb, respectively.2,21

Conclusion

To the best of our knowledge, this is the first report of the coexist-
ence of blaKPC-3, blaVIM-1, blaSHV-12, blaOXA-9, blaTEM-1a and blaCMY-2

b-lactamase genes in a unique multidrug-resistant E. coli strain.
The spread of this strain and its resistance elements are of great
concern for public health. Therefore, early detection, characteriza-
tion and surveillance of these resistance elements are extremely
important to avoid their dissemination and consequent treatment
failures.
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2 Cantón R, Akóva M, Carmeli Y et al. Rapid evolution and spread of
carbapenemases among Enterobacteriaceae in Europe. Clin Microbiol
Infect 2012; 18: 413–31.

3 Domingues S, Nielsen KM, da Silva GJ. Various pathways leading to the
acquisition of antibiotic resistance by natural transformation. Mob Genet
Elements 2012; 2: 257–60.

4 Clinical and Laboratory Standards Institute. Performance Standards
for Antimicrobial Susceptibility Testing: Twenty-third Informational
Supplement M100-S23. CLSI, Wayne, PA, USA, 2013.

5 EUCAST. Breakpoint Tables for Interpretation of MICs and Zone
Diameters, Version 4.0, 2014. http://www.eucast.org/fileadmin/src/

media/PDFs/EUCAST_files/Breakpoint_tables/Breakpoint_table_v_4.0.pdf
(1 January 2014, date last accessed).

6 Lee K, Chong Y, Shin HB et al. Modified Hodge and EDTA disk synergy tests
to screen metallo-b-lactamase-producing strains of Pseudomonas and
Acinetobacter species. Clin Microbiol Infect 2001; 7: 88–91.

7 Jarlier V, Nicolas MH, Fournier G et al. Extended broad-spectrum
b-lactamases conferring transferable resistance to newer b-lactam
agents in Enterobacteriaceae: hospital prevalence and susceptibility
patterns. Rev Infect Dis 1988; 10: 867–78.

8 Doi Y, Potoski BA, Adams-Haduch JM et al. Simple disk-based
method for detection of Klebsiella pneumoniae carbapenemase-type
b-lactamase by use of a boronic acid compound. J Clin Microbiol 2008;
46: 4083–6.

9 Tan TY, Ng LS, He J et al. Evaluation of screening methods to detect
plasmid-mediated AmpC in Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, and
Proteus mirabilis. Antimicrob Agents Chemother 2009; 53: 146–9.

10 Yong D, Choi YS, Roh KH et al. Increasing prevalence and diversity of
metallo-b-lactamases in Pseudomonas spp., Acinetobacter spp., and
Enterobacteriaceae from Korea. Antimicrob Agents Chemother 2006; 50:
1884–6.

11 Gootz TD, Lescoe MK, Dib-Hajj F et al. Genetic organization of
transposase regions surrounding blaKPC carbapenemase genes on
plasmids from Klebsiella strains isolated in a New York City hospital.
Antimicrob Agents Chemother 2009; 53: 1998–2004.

12 Espedido BA, Steen JA, Ziochos H et al. Whole genome sequence
analysis of the first Australian OXA-48-producing outbreak-associated
Klebsiella pneumoniae isolates: the resistome and in vivo evolution. PLoS
One 2013; 8: e59920.

13 Perilli M, Bottoni C, Grimaldi A et al. Carbapenem-resistant Klebsiella
pneumoniae harbouring blaKPC-3 and blaVIM-2 from central Italy. Microbiol
Infect Dis 2013; 75: 218–21.

14 Zioga A, Miriagou V, Tzelepi E et al. The ongoing challenge of acquired
carbapenemases: a hospital outbreak of Klebsiella pneumoniae
simultaneously producing VIM-1 and KPC-2. Int J Antimicrob Agents
2010; 36: 190–1.

15 Verdet C, Gautier V, Chachaty E et al. Genetic context of plasmid-
carried blaCMY-2-like genes in Enterobacteriaceae. Antimicrob Agents
Chemother 2009; 53: 4002–6.

16 Cuzon G, Naas T, Nordmann P. Functional characterization of Tn4401, a
Tn3-based transposon involved in blaKPC gene mobilization. Antimicrob
Agents Chemother 2011; 55: 5370–3.

17 Naas T, Cuzon G, Villegas MV et al. Genetic structures at the origin of
acquisition of the b-lactamase blaKPC gene. Antimicrob Agents
Chemother 2008; 52: 1257–63.

18 Ramirez MS, Parenteau TR, Centron D et al. Functional characterization
of Tn1331 gene cassettes. J Antimicrob Chemother 2008; 62: 669–73.

19 Villa L, Capone A, Fortini D et al. Reversion to susceptibility of a
carbapenem-resistant clinical isolate of Klebsiella pneumoniae producing
KPC-3. J Antimicrob Chemother 2013; 68: 2482–6.

20 Mathers AJ, Cox HL, Kitchel B et al. Molecular dissection of an outbreak
of carbapenem-resistant enterobacteriaceae reveals intergenus KPC
carbapenemase transmission through a promiscuous plasmid. MBio
2011; 2: e00204–11.

21 Giakkoupi P, Pappa O, Polemis M et al. Emerging Klebsiella pneumoniae
isolates coproducing KPC-2 and VIM-1 carbapenemases. Antimicrob
Agents Chemother 2009; 53: 4048–50.

Porres-Osante et al.

4 of 4

http://jac.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/jac/dku055/-/DC1
http://jac.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/jac/dku055/-/DC1
http://jac.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/jac/dku055/-/DC1
http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST_files/Breakpoint_tables/Breakpoint_table_v_4.0.pdf
http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST_files/Breakpoint_tables/Breakpoint_table_v_4.0.pdf
http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST_files/Breakpoint_tables/Breakpoint_table_v_4.0.pdf
http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST_files/Breakpoint_tables/Breakpoint_table_v_4.0.pdf


Supplementary data.  

Table S1. Primers used in the PCR reactions tested in this study. 

Primer name Primer sequence (5’�3’) Target/size Reference 
 

IMP-F 
IMP-R 
 
VIM-F 
VIM-R 
 
GIM-F 
GIM-R 
 
SPM-F 
SPM-R 
 
SIM-F 
SIM-R 
 

 
GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC 
CCAAACYACTASGTTATCT 
 
GATGGTGTTTGGTCGCATA 
CGAATGCGCAGCACCAG 
 
TCGACACACCTTGGTCTGAA 
AACTTCCAACTTTGCCATGC 
 
AAAATCTGGGTACGCAAACG 
ACATTATCCGCTGGAACAGG 
 
TACAAGGGATTCGGCATCG 
TAATGGCCTGTTCCCATGTG 
 

blaIMP/188bp 
blaVIM /390bp 
blaGIM/477bp 
blaSPM/271bp 
blaSIM/570bp 

Ellington 2006 

 
GES-F  
GES-R 
 
IMI-F 
IMI-R 
 
SME-F 
SME-F 
 
KPC-F 
KPC-R 
 

 
GCTTCATTCACGCACTATT 
CGATGCTAGAAACCGCTC 
 
TGCGGTCGATTGGAGATAAA 
CGATTCTTGAAGCTTCTGCG 
 
ACTTTGATGGGAGGATTGGC 
ACGAATTCGAGCATCACCAG 
 
GTATCGCCGTCTAGTTCTGC 
GGTCGTGTTTCCCTTTAGCC 
 

blaGES/323bp 
blaIMI /399bp 
blaSME/551bp 
blaKPC/ 638bp 

Hong, SG et al. 2010 

 
NDM-F 
NDM-R 
 

GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 
CGGAATGGCTCATCACGATC 

blaNDM/620bp Poirel et al. 2011 

 
MOXM-F 
MOXM-R 
 
CITM-F 
CITM-R 
 
DHAM-F 
DHAM-R 
 
ACCM-F 
ACCM-R 
 
EBCM-F 
EBCM-R 
 
FOXM-F 
FOXM-R  
 

GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT 
CACATTGACATAGGTGTGGTGC 
 
TGGCCAGAACTGACAGGCAAA 
TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC 
 
AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT 
CCGTACGCATACTGGCTTTGC 
 
AACAGCCTCAGCAGCCGGTTA 
TTCGCCGCAATCATCCCTAGC 
 
TCGGTAAAGCCGATGTTGCGG 
CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT 
 
AACATGGGGTATCAGGGAGATG 
CAAAGCGCGTAACCGGATTGG 

blaMOX-1, MOX-2, CMY-1, CMY-8 to CMY-11/520bp 
blaLAT-1 to LAT-4, CMY-2 to CMY-7, BIL-1/462bp 

blaDHA-1, DHA-2/406bp 
blaACC/346bp 

blaMIR-1T ACT-1/302bp 
blaFOX-1 to FOX-5/190bp 

 

Pérez-Pérez and Hanson 2002 
 

 
CMY-F 
CITSEQ-R 
 

GATTCCTTGGACTCTTCAG 
CTGGGCCTCATCGTCAGTTA 

ISEcp1+blaCMY/1645bp 
Pérez-Pérez and Handson 2002 

Stapleton et al.1999 

 
DIM-F 
DIM-R 
 

GCTTGTCTTCGCTTGCTAACG 
CGTTCGGCTGGATTGATTTG 

blaDIM/699bp Poirel et al. 2011 



 
AIM-F 
AIM-F 
 

CTGAAGGTGTACGGAAACAC 
GTTCGGCCACCTCGAATTG 

blaAIM /322bp Poirel et al. 2011 

 
BIC-F 
BIC-R 
 

TATGCAGCTCCTTTAAGGGC 
TCATTGGCGGTGCCGTACAC 

blaBIC/537bp Poirel et al. 2011 

 
OXA-48-F 
OXA-48-R 
 

TTGGTGGCATCGATTATCGG 
GAGCACTTCTTTTGTGATGGC 

blaOXA-48/743bp Poirel et al. 2004 

 
KPC-6560U-F 
KPC-8848L-R 
 

ACCCTTGCCATCCCGTGTGC 
CGCCATCGTCAGTGCTCTAC 

istA+istB+blaKPC+ISKpn6/2308bp Naas et al. 2008 

 
TEM-F 
TEM-R 
 

ATTCTTGAAGACGAAAGGGC 
ACGCTCAGTGGAACGAAAAC 

blaTEM/1150bp Sáenz et al. 2004 

 
SHV-F 
SHV-R 
 

CACTCAAGGATGTATTGTG 
TTAGCGTTGCCAGTGCTCG 

blaSHV/885bp Sáenz et al. 2004 

 
SHV-R 
IS26R-R 
 

TTAGCGTTGCCAGTGCTCG 
CCCAGGGGATCACCATAATA 

blaSHV+ IS26/1575bp 
Sáenz et al. 2004 
Verdet et al. 2006 

 
OXA-1-F 
OXA-1-R 
 

ACACAATACATATCAACTTCGC 
AGTGTGTTTAGAATGGTGATC 

blaOXA-1/813bp Sáenz et al. 2004 

 
CTXM-Univ-F 
CTXM-Univ-R 
 

CGATGTGCAGTACCAGTAA 
TTAGTGACCAGAATCAGCGG 

blaCTX-M/585bp Batchelor et al.2005 

 
AMPC-F  
AMPC-R 
 

AATGGGTTTTCTACGGTCTG 
GGGCAGCAAATGTGGAGCAA 

ampC promoter/191bp Rocha-Gracia et al. 2010 

 
GYRA-F 
GYRA-R 
 

TACACCGGTCAACATTGAGG 
TTAATGATTGCCGCCGTCGG 

gyrA/648bp Rocha-Gracia et al. 2010 

 
GYRB-F 
GYRB-R 
 

CTCCTCCCAGACCAAAGACA 
TCACGACCGATACCACAGCC 

gyrB/447bp Vila et al. 1994 

 
PARC-F 
PARC-R 
 

AAACCTGTTCAGCGCCGCATT 
GTGGTGCCGTTAAGCAAA 

parC/395bp Rocha-Gracia et al. 2010 

 
AADA1/2-F 
AADA1/2-R 
 

GCAGCGCAATGACATTCTTG 
ATCCTTCGGCGCGATTTTG 

aadA1 or aadA2/282bp Sáenz et al. 2004 

 
AADA5-F 
AADA5-R 
 

CTTCAGTTCGGTGAGTGGC 
CAATCGTTGCTTTGGCATAT 

aadA5/453bp Wei et al.2009 

 
ANT(2")-F 
ANT(2")-R 
 

ATGTTACGCAGCAGGGCAGTCG 
CGTCAGATCAATATCATCGTGC 

aadB/188bp Sáenz et al. 2004 



 
AAC(6´)-Ib-F 
AAC(6´)-Ib-R 
 

TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA 
CTCGAATGCCTGGCGTGTTT 

aac(6´)-Ib/482bp Rocha-Gracia et al. 2010 

 
AAC(3)-I-F 
AAC(3)-I-R 
 

ACCTACTCCCAACATCAGCC 
ATATAGATCTCACTACGCGC 

aac(3)-I/193bp Sáenz et al. 2004 

 
AAC(3)-II-F 
AAC(3)-II-R 
 

ACTGTGATGGGATACGCGTC 
CTCCGTCAGCGTTTCAGCTA 

aac(3)-II/237bp Sáenz et al. 2004 

 
AAC(3)-IV-F 
AAC(3)-IV-R 
 

CTTCAGGATGGCAAGTTGGT 
TCATCTCGTTCTCCGCTCAT 

aac(3)-IV/286bp Sáenz et al. 2004 

 
APH(3’)-IA-F 
APH(3’)-IA-R 
 

ATGGGCTCGCGATAATGTC 
CTCACCGAGGCAGTTCCAT 

aph(3’)-Ia/600bp Sáenz et al. 2004 

 
APH(3’)-IIA-F 
APH(3’)-IIA-R 
 

GAACAAGATGGATTGCACGC 
GCTCTTCAGCAATATCACGG 

aph(3’)-IIa /680bp Sáenz et al. 2004 

 
APHA15-F 
APHA15-R 
 

F: CCTCGACGAAGTATCTGAAC 
R: TTTCTCGATGCAAGCGCCAG 

aphA15/670bp Toleman et al. 2005 

 
ARR3-F 
ARR3-R 
 

GGTGCAAGGACCGTTCTATC 
AACGCCAACAATTCTCAAGG 

arr3/309bp This study 

 
CMLA-F 
CMLA-R 
 

TGTCATTTACGGCATACTCG 
ATCAGGCATCCCATTCCCAT 

cmlA/455bp Sáenz et al. 2004 

 
FLOR-F 
FLOR-R 
 

CACGTTGAGCCTCTATAT 
ATGCAGAAGTAGAACGCG 

floR/868bp Sáenz et al. 2004 

 
CATA-F 
CATA-R 
 

GGTGAGCTGGTGATATGG 
GGGATTGGCTGAGACGA 

catA/209bp Sunde et al. 2006. 

 
CATB-F 
CATB-R 
 

TTTCTGCTCTATCGGGAGTG 
TCGAGCCAATACTTGTGCAG 

catB3/438bp This study 

 
QNRA-F 
QNRA-R 
 

AGAGGATTTCTCACGCCAGG 
TGCCAGGCACAGATCTTGAC 

qnrA/580bp Rocha-Gracia et al. 2010 

 
QNRBnew-F 
QNRBnew-R 
 

GATCGTGAAAGCCAGAAAGG 
ACGATGCCTGGTAGTTGTCC 

qnrB/ 469 bp Wang et al, 2008 

 
QNRC-F 
QNRC-R 
 

GGGTTGTACATTTATTGAATCG 
CACCTACCCATTTATTTTCA 

qnrC/307bp Kim et al. 2009 

 
QNRD-F 
QNRD-R 
 

CGAGATCAATTTACGGGGAATA 
AACAAGCTGAAGCGCCTG 

qnrD/581bp Cavaco et al. 2009 



 
QNRS-F 
QNRS-R 
 

GCAAGTTCATTGAACAGGGT 
TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG 

qnrS/550bp Rocha-Gracia et al. 2010 

 
OQXA-F 
OQXA-R 
 

CTCGGCGCGATGATGCT 
CCACTCTTCACGGGAGACGA 

oqxA/392 bp Kim et al. 2009 

 
OQXB-F 
OQXB-R 
 

TTCTCCCCCGGCGGGAAGTAC 
CTCGGCCATTTTGGCGCGTA 

oqxB/512 bp Kim et al., 2009 

 
QEPA-F 
QEPA-R 
 

GGACATCTACGGCTTCTTCG 
CAACTGCTTGAGCCCGTAG 

qepA/504bp Yamane K et al. 2007 

 
DFRIA-F 
DFRIA-R 
 

GTGAAACTATCACTAATGG 
TTAACCCTTTTGCCAGATTT 

dfrA1, -A5, -A15, -15b, -A16, -A16b/474bp Sáenz et al. 2004 

 
DFRIB-F 
DFRIB-R 
 

GAGCAGCTICTITTIAAAGC 
TTAGCCCTTTIICCAATTTT 

drfA14,-6/393bp Sáenz et al. 2004 

 
DFRVII-F 
DFRVII-R 
 

TTGAAAATTTCATTGATT 
TTAGCCTTTTTTCCAAATCT 

dfrA7, -17/474bp Sáenz et al. 2004 

 
DFRII-F 
DFRII-R 
 

GATCACGTGCGCAAGAAATC 
AAGCGCAGCCACAGGATAAAT 

dfrB1, -2, -3/141bp Sáenz et al. 2004 

 
DFRXII-F 
DFRXII-R 
 

GGTGSGCAGAAGATTTTTCGC 
TGGGAAGAAGGCGTCACCCTC 

dfrA12, -13/319bp Sáenz et al. 2004 

 
SUL1-F 
SUL1-R 
 

TGGTGACGGTGTTCGGCATTC 
TGAGCCCCATACCTACAAAGC 

sul1/789bp Sáenz et al. 2004 

 
SUL2-F 
SUL2-R 
 

CGGCATCGTCAACATAACC 
GTGTGCGGATGAAGTCAG 

sul2/722bp Sáenz et al. 2004 

 
SUL3-F 
SUL3-R 
 

GAGCAAGATTTTTGGAATCG 
CATCTGCAGCTAACCTAGGGCTTTG
GA 

sul3/990bp Sáenz et al. 2004 

 
STRA-F 
STRB-R 
 

ATTCTGACTGGTTGCCTGTC 
TAGATCGCGTTGCTCCTCTT 

strA-strB/1560bp Novais et al. 2009 

 
INTI1-F 
INTI1-R 
 

GGGTCAAGGATCTGGATTTCG 
ACATGGGTGTAAATCATCGTC 

intI1/483bp Mazel et al. 2000 

 
INTI2-F 
INTI2-R 
 

CACGGATATGCGACAAAAAGGT 
GTAGCAAACGAGTGACGAAATG 

intI2/788bp Mazel et al. 2000 

 
INTI3-F 
INTI3-R 
 

GCCTCCGGCAGCGACTTTCAG 
ACGGATCTGCCAAACCTGACT 

intI3/979bp Mazel et al. 2000 



 
RV-F (5’CS) 
RV-R (3’CS) 
 

GGCATCCAAGCAGCAAG 
AAGCAGACTTGACCTGA 

Class 1 integron Variable Region Novais et al. 2009 

 
QACEΔ1-F 
SUL1-R 
 

GGCTGGCTTTTTCTTGTTATCG 
GCGAGGGTTTCCGAGAAGGTG 

qacEΔ1-sul1/1125bp Sáenz et al. 2004 

 
EAE-F 
EAE-R 
 

CATTATGGAACGGCAGGT 
ATCTTCTGCGTACTGCGTTCA 

eae/790bp Beaudry et al. 1995 

 
PAPC-F 
PAPC-R 
 

GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG 
ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA 

papC/328bp Ruiz et al. 2002 

 
HLY-F 
HLY-R 
 

AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT 
ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA 

hly/1177bp Ruiz et al. 2002 

 
PAPGIII-F 
PAPGIII-R 
 

CATTTATCGTCCTCCTCAACTTAG 
AAGAAGGGATTTTGTAGCGTC 

papGIII/482bp Ruiz et al. 2002 

 
FIMA-F 
FIMA-R 
 

GTTGTTCTGTCGGCTCTGTC 
ATGGTGTTGGTTCCGTTATTC 

fimA/447bp Ruiz et al. 2002 

 
AER-F 
AER-R 
 

TACCGGATTGTCATATGCAGACCGT 
AATATCTTCCTCCAGTCCGGAGAAG 

aer/602bp Ruiz et al. 2002 

 
CNF1-F 
CNF1-R 
 

AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG 
CATTCAGAGTCCTGCCCTCATTATT 

cnf1/498bp Ruiz et al. 2002 

 
STX1-F 
STX1-R 
 

CTGGATTTAATGTCGCATAGTG 
AGAACGCCCACTGAGATCATC 

stx1/150bp Contreras et al. 2011 

 
STX2-F 
STX2-R 
 

GGCACTGTCTGAAACTGCTCC 
TCGCCAGTTATCTGACATTCTG 

stx2/255bp Contreras et al. 2011 

 
BFP-F 
BFP-R 
 

CACAAGATACAACAAACAAAAA 
TTCAGCAGGAGTAAAAGCAGTC 

bfp/260bp Ruiz et al. 2002 

 
HLYA1/EHXA-F 
HLYA1/EHXA-R 
 

GGTGCAGCAGAAAAAGTTGTAG 
TCTCGCCTGATAGTGTTTGGTA 

hlyA1/1551bp Contreras et al. 2011 

 
Gndbis-F 
rfbO25b-R 
 

ATACCGACGACGCCGATCTG 
TGCTATTCATTATGCGCAGC 

rfbO25b O type/ 300bp Clermont et al. 2008 
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First Description of a blaVIM-2-Carrying Citrobacter freundii Isolate in
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The increasing prevalence of carbapenem-resistant Enterobac-
teriaceae and nonfermenting Gram-negative bacteria is a

growing public health threat. The carbapenemase acquisition is
one of the most clinically important and reported carbapenem
resistance mechanisms, highlighting metallo-beta-lactamases
(MBLs) (1, 2). The VIM enzyme is one of the most widespread
MBLs, linked to class 1 integrons, plasmids, or particular clones
(3). In this work, we describe infection with VIM-2-producing
Citrobacter freundii and Pseudomonas aeruginosa in a Spanish pa-
tient.

(Part of this study was presented at the XVII SEIMC Congress
[oral presentation 045, Zaragoza, Spain, 29 to 31 May 2013].)

A 44-year-old male liver transplant recipient was admitted to a
Spanish hospital 17 months after surgery, with important vascular
affectation due to cryoglobulinemia secondary to hepatitis C. Af-
ter 4 weeks of intensive care unit (ICU) admission, the patient
suffered an upper gastrointestinal hemorrhage secondary to gas-
tric necrosis, and a gastric resection was performed. Additionally
to the hemodynamic complications, different organs were in-
fected by multidrug-resistant microorganisms (P. aeruginosa, C.
freundii, and Enterococcus faecium). Despite extensive antimicro-
bial therapies, the patient died 24 days later with a severe sepsis.

C. freundii W1052 and P. aeruginosa Ps121 were isolated from
the same gastric surgical wound sample. Both isolates were resis-
tant to all tested beta-lactams (including carbapenems), strepto-
mycin, gentamicin, kanamycin, tobramycin, netilmicin, fosfomy-
cin, and nalidixic acid but susceptible to amikacin and colistin
(assay performed by the disc diffusion method) (4). Additionally,
the P. aeruginosa isolate was resistant to ciprofloxacin. Table 1
shows the MICs of 13 antimicrobial agents (determined by agar
dilution method) (4). The MBL tests (Etest and double-disc [5])
showed an MBL-positive phenotype in both isolates.

Multiplex PCR and sequencing were used to detect MBL genes
(6), mutations in Ps121 oprD were analyzed by PCR and sequenc-
ing (5), and integron characterization was performed by PCR
mapping and sequencing (7).

Both isolates harbored the blaVIM-2 gene that was located
inside different class 1 integron arrangements. P. aeruginosa
possessed three copies of blaVIM-2 in two different class 1 inte-

grons: intI1�blaVIM-2�qacE�1�sul1 (integron In56; GenBank
accession no. AF191564) and intI1�blaVIM-2�aac(6=)-Ib=�aadA1�
ISPa34�blaVIM-2�qacE�1�sul1 (In598; GenBank accession no.
GU354325) (Fig. 1). Additionally, this strain showed an inacti-
vated OprD (Asp43Asn, Ser57Glu, Ser59Arg, and Ala65STOP
substitutions). On the other hand, the C. freundii isolate carried
the blaVIM-2 gene in a class 1 integron lacking the 3=-conserved
segment (CS) with the intI1�aac(6=)-Ib=�blaVIM-2�aac(6=)-Ib= ar-
rangement (Fig. 1). None of the tni genes belonging to Tn402-like
structures were amplified (8). By PCR and sequencing (9), the
PcH1 gene cassette promoter was detected in both Ps121 inte-
grons, and PcS was detected in the W1052 integron.

Curiously, both integrons detected in P. aeruginosa Ps121 were
also identified in our previously described strain P. aeruginosa
W37 (10). Ps121 was ascribed to ST973 by multilocus sequence
typing (MLST) (http://pubmlst.org/paeruginosa/), as P. aerugi-
nosa W37. Nevertheless, the SpeI–pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE) analysis (10) showed very different patterns between the
two strains (data not shown).

The blaVIM-2-producing P. aeruginosa isolates are widespread
worldwide, whereas there are few reports about blaVIM-2-positive
Citrobacter isolates (11, 12). Indeed, our work is the first descrip-
tion in Spain.

Other antimicrobial resistance genes (outside an integron)
were studied by PCR and sequencing (13). The blaOXA-1 gene was
found in P. aeruginosa Ps121. C. freundii W1052 harbored the
chromosomal blaCMY-51 ampC variant (ampR-blaCMY-51-blc)
(GenBank accession no. JQ733571). Regarding quinolone resis-
tance in C. freundii, the Thr83Ile substitution in the GyrA protein
and a truncated qnrB gene (287 bp) were found. The pspF-�qnrB-
sapA region (1,030 bp) was 99% identical to the C. freundii ATCC
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TABLE 1 MICs of 13 antimicrobial agents in C. freundii W1052 and P. aeruginosa Ps121 isolates

Isolate

MIC (mg/liter) of druga:

AMP CAZ ATM FOX CTX FEP IPM MEM NAL CIP LVX NOR OFX

W1052 �256 �256 64 �256 256 16 256 64 512 0.5 2 4 2
Ps121 �256 �256 128 �256 �256 �16 �256 256 �512 16 16 32 64
a Abbreviations: AMP, ampicillin; CAZ, ceftazidime; ATM, aztreonam; FOX, cefoxitin; CTX, cefotaxime; FEP, cefepime; IPM, imipenem; MEM, meropenem; NAL, nalidixic acid;
CIP, ciprofloxacin; LVX, levofloxacin; NOR, norfloxacin; OFX, ofloxacin.
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8090 sequence (GenBank accession no. AB734052), whose qnrB
truncated sequence did not affect the quinolone susceptibility in
transformed Escherichia coli isolates (14).

Plasmids in P. aeruginosa Ps121 and C. freundii W1052 were
studied by PCR-based replicon typing (15, 16) and S1-PFGE,
I-Ceu-1–PFGE, Southern blotting, and hybridization (10). The
blaVIM-2 gene was detected in the chromosome of P. aeruginosa
Ps121 and in the chromosome and in an untypeable plasmid
(�48.5 kb) in C. freundii W1052. To our knowledge, this is the
first report of the chromosomal location of blaVIM-2 in a Citrobac-
ter isolate.

A possible association between coinfection and carbapenem
resistance could be related to a potential transfer of reorganized
blaVIM-2-harboring genetic elements among genera. The antimi-
crobial resistance horizontal spread is worrisome worldwide, and
control measures should be taken.
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Use of avibactam to detect Ambler class A carbapenemases and OXA-48
β-lactamases in Enterobacteriaceae
Dear Editor,

Early recognition of carbapenemase-producing Enterobacteriaceae
has become mandatory. This study describes the preliminary results
of a novel method based on the inhibitory properties of avibactam for
detecting carbapenemases in Enterobacteriaceae. This novel inhibitor,
which is a promising molecule for the treatment of infections due to
multidrug-resistant Gram-negative rods (Aktas et al., 2012; Castanheira
et al., 2012), might be also useful for microbiological diagnosis.

Twenty-three carbapenem-resistant enterobacterial clinical isolates,
includingEnterobacter cloacae,Klebsiella pneumoniae,Citrobacter braakii,
and Escherichia coli, were included in this study. Eighteen strains
Fig. 1. Algorithm for the detection of Ambler class A, B, and D carbapenemases. The double dis
right disk contained avibactam (3 μg) and the left disk contained ertapenem (10 μg). Panel A,
15, CMY-4, and TEM-1 β-lactamases. The DSST between ertapenem and amoxicillin-clavula
was described by Tsakris et al. (2009), whereas the MOX-EDTA potentiation test was descr

0732-8893/© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

Please cite this article as: Porres-Osante N, et al, Use of avibactam to d
Enterobacteriaceae, Diagn Microbiol Infect Dis (2014), http://dx.doi.org
produced carbapenemases, such as OXA-48, KPC-3, VIM-1, NDM-1, and
IMI-3; 4 strains expressed AmpC-type or extended-spectrum β-
lactamases (ESBLs) combined with lack of permeability, and 1 strain
was porin deficient (Pluquet et al., 2011; Mammeri et al., 2008).

The avibactam-double disk synergy test (AVI-DDST) involved
placing the edge of a blank disk, which was loaded with 3 μg of
avibactam, at 5 mm from the inhibition zone around an ertapenem-
containing disk (10 μg). The strain to be tested was inoculated into
cloxacillin (250 μg/mL)–containing Mueller-Hinton (MH) agar plates
to inhibit AmpC-type β-lactamases.

OXA-48-, IMI-, and KPC-producers and ESBL-producing strains with
lack of permeability yielded positive AVI-DDST (Fig. 1). In the opposite,
k synergy test (DDST) between ertapenem and avibactam is described in this study. The
E. coli strain producing OXA-48; panel B, K. pneumoniae strain producing VIM-1, CTX-M-
nate is described in this study. The DDST between ertapenem and boronate derivatives
ibed by Pluquet et al. (2011).

etect Ambler class A carbapenemases and OXA-48 β-lactamases in
/10.1016/j.diagmicrobio.2014.03.024
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AmpC expression combined with lack of permeability, metallo-beta-
lactamase (MBL) production, and porin deficiency alonewas associated
with a negative result (Fig. 1).

In this study, the AVI-DDST enabled the detection of all OXA-48
and class A carbapenemases producers. The carba NP test failed to
detect 2 OXA-48 producers out of 8 in our panel, as observed by Tijet
et al. (2014) that showed a slight lack of sensitivity of the carba NP test
(Nordmann et al., 2012).

Confirmatory techniques were carried out to further identify the
carbapenem-hydrolyzingβ-lactamases detectedby theAVI-DDST (Fig. 1).
Disk potentiation testing using ertapenem and boronate derivatives, as
described previously by Tsakris et al. (2009), identified KPC- and IMI-type
β-lactamases. Moreover, we planned a quantitative strategy, the double
strip synergy test (DSST), to differentiate ESBL from OXA-48.

DSST consists of placing anamoxicillin-clavulanate (AC) E-test strip on
an agar plate for 1 h and then to remove it. A second ertapenem strip is
placedon topof the gradient of thefirst agent. TheMICof the combination
was interpreted as the value at which the inhibition zone intersected the
scale on the E-test strip. It was thus possible to differentiate ESBL and IMI-
type enzyme fromKPC-type β-lactamase and OXA-48 producing bacteria
based solely on a≥4-fold dilution decrease in theMIC as the cutoff (Fig. 1).

This algorithm can be completed by an MBL detection method,
such as the moxalactam-EDTA (MOX-EDTA) disk synergy test that
relies on the potentiation of the antibacterial activity of moxalactam
by EDTA (Pluquet et al., 2011).

According to these preliminary results, the AVI-DDST matches the
criteria of a screening method for detecting serine-active carbapene-
mases in Enterobacteriaceae. Additional experiments are required to
assess precisely the analytical characteristics of this method.
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