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Abreviatures utilitzades en aquest treball

BAL: Rentat broncoalveolar

BLEE: Beta-lactamasa d’espectre estés

MBL: Metalo-beta-lactamasa

CMI: Concentracié minima inhibitoria

CLSI: Comite Nacional de Normes de Laboratori Clinic d’Estats Units
DDST: Test de sinérgia en doble disc

DLsy: Dosi letal 50

ADN: Acid desoxiribonucleic

ELISA: Assaig per immunoabsorcié lligat a enzims

MPOC: Malaltia pulmonar obstructiva cronica

LB: Luria Bertani

LPS: Lipopolisacarid

PCR: Reacci6 en cadena de la polimerasa

PFGE: Electroforesi en camp polsant

pl: punt isoeléctric

RNA: Acid ribonucleic

RT-PCR: Reaccié en cadena de la polimerasa-transcriptasa inversa
TSB: Caldo triptona i soja

UCI: Unitat de cures intensives

UFC: Unitat formadora de colonies

Totes les unitats de mesura estan expressades amb les sigles del Sistema Internacional.






index

Introduccioé
I.1 Klebsiella pneumoniae com a patogen

I. 1. 1 Caracteristiques taxondmiques
I. 1. 2 Factors de viruléncia

I.1.2.1 Capsula

I. 1. 2. 2 Lipopolisacarid

I. 1. 2. 3. Fimbries

I. 1. 2. 4 Sistemes de captura de ferro d’alta afinitat
I. 1. 3 Infeccions causades per Klebsiella pneumoniae

I. 1. 3. 1 Infeccions urinaries

I. 1. 3. 2 Infeccions respiratories

I. 2 Mecanismes de resisténcia
I. 2. 1 Beta-lactamases
I. 2. 1. 1 Beta-lactamases tipus TEM i SHV
I. 2. 1. 2 Beta-lactamases tipus CTX-M
I. 2. 1. 3 Altres beta-lactamases
I. 2. 1. 4 Carbapenemases
I. 2. 1. 5 Beta-lactamases del tipus AmpC
I. 2. 2 Alteracions de la permeabilitat
I. 2. 2.1 Porines
I. 2. 2. 2 Altres porus
I. 2. 2. 3 Pérdua de porines i resisténcia antimicrobiana
I. 2. 3 Expulsié activa: bombes d’efluxié
I. 2. 3. 1 Familia RND: el model del sistema d’efluxié AcrAB

I. 3 Models animals
I. 3. 1 Farmacocinética
[. 3. 2 Model de pneumonia experimental

I. 3. 3 Parametres d’avaluaci6 en els estudis d’eficacia terapéutica al model
animal

Objectius

Capitol 1: Detecci6 i caracteritzaci6é d'aillats clinics de Klebsiella pneumoniae productors de
beta-lactamasa d’espectre estes tipus CTX-M-15 a Bosnia-Hercegovina.
1. 1 Objectius

1. 2 Materials i méetodes
1. 3 Resultats
1. 4 Discussio

Capitol 2: Efecte de les beta-lactamases del tipus AmpC en I'eficacia dels betalactamics en
un model de pneumonia en rata per K.pneumoniae.
2. 1 Objectius

2. 2 Materials i métodes
2. 3 Resultats

O O 00 0o NO A~ b=

—_

11
16
17
18
18
19
20
21
23
24
25
28

32
33
35

36

41

45
46
49
53

57
58
63



2.4 Discussi6 69

Capitol 3: La bomba d’efluxié AcrAB de K. pneumoniae contribueix a la resisténcia als
antimicrobians i a la viruléncia.

3. 1 Objectius 75
3. 2 Materials i métodes 76
3. 3 Resultats 80
3. 4 Discussio 87
Conclusions 91
Bibliografia 95

Annex: Articles publicats 115



INTRODUCCIO







Introduccio

I. 1 Klebsiella pneumoniae COM A PATOGEN

I. 1. 1 Caracteristiques taxonomiques

Klebsiella pneumoniae és l'espécie de major rellevancia clinica dins el génere bacteria
Klebsiella, que pertany a la familia dels enterobacteris. EI génere es va denominar aixi en
honor a Edwin Klebs, microbioleg alemany del segle XIX, que va observar per primera vegada

el bacteri en mostres de secrecions bronquials de malalts que havien mort de pneumonia.

El génere Klebsiella esta constituit per bacils gramnegatius, d’'una mida aproximada 0,3-1um de
diametre i 0,6-6 um de llargada (Figura I. 1A). Normalment es troben aillats, perd en algunes
ocasions els podem trobar en parelles o formant petites cadenes de poca longitud [1].
Estructuralment, en tractar-se de bacteris gramnegatius, presenten el citoplasma envoltat per
una membrana citoplasmatica o interna, el glicopéptid, I'espai periplasmatic i una membrana
externa. Algunes soques poden presentar fimbries o pilis, perd no flagels, ja que so6n
microorganismes immobils. Es tracta de microorganismes no esporulats, que fermenten la
glucosa amb produccié d’acid i gas. Son oxidasa negatius i catalasa positius, poc exigents pel
qué fa la seva nutricié ja que poden utilitzar diferents substancies com a font de carboni i
d’energia [2]. La temperatura optima de creixement, igual que la resta d’ enterobacteris, es
troba entre 30-37°C. Moltes soques poden utilitzar el citrat i la glucosa com a Unica font de
carboni, sintetitzen I'enzim lisina descarboxilasa perdo no I'enzim ornitina descarboxilasa i

normalment son positius a la prova de Voges Proskauer [1-2].

Els membres del génere Klebsiella es caracteritzen per ser capsulats. La seva capsula esta
constituida per un complex d’acids polisacaridics formant una estructura molt gruixuda que és
la responsable de I'aparenca mucosa de les colonies quan creixen en un medi de cultiu solid ric

en carbohidrats (Figura I. 1B).

Figura I. 1 A) Imatge
de K. pneumoniae per
microscopia optica
després d’una tincié de
Gram. B) Imatge de
colonies de K.
pneumoniae crescudes

en agar amb sang.
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Klebsiella spp. es troba a la natura en dos habitats diferents: al medi ambient, en aigles
residuals i superficials, en s0Ols i sobre vegetals; i colonitzant les superficies de les mucoses
dels animals mamifers [1]. En aquest aspecte Klebsiella és molt semblant a Enterobacter spp. i
Citrobacter spp., pero diferent de Shigella spp. o Escherichia coli els quals sén comuns en les
mucoses del humans pero és dificil trobar-los en el medi ambient. En humans, Klebsiella és
present com a saprofit a la nasofaringe, el tracte intestinal, el tracte urogenital i el tracte biliar
[3]. Podem trobar uns percentatges de colonitzacié totals de Klebsiella entre el 5 i el 38% en
femta i entre I'1 i el 6% en nasofaringe. Aquests percentatges varien drasticament quan ens
centrem en l'ambient hospitalari on els indexs en femta poden arribar fins el 77% i a
nasofaringe fins el 19%, incrementant-se proporcionalment al temps d’estada hospitalaria i I's
d’antibiotics [1]. El tractament antimicrobia administrat préviament al pacient esta associat de
manera significativa amb I'adquisicié6 de Klebsiella. La importancia de l'increment d’aquesta
colonitzacié s’il-lustra amb l'observacié de que la taxa de casos d’infeccions nosocomials
causades per Klebsiella a pacients portadors intestinals de la mateixa adquirida a I'hospital és
quatre vegades superior a la observada als no portadors. A més, I'Us generalitzat de terapia
antibiotica esta associat amb 'aparicié de soques multirresistents de Klebsiella a I'hospital.

Tal i com s’ha dit anteriorment, I'especie més important en el camp meédic és Klebsiella
pneumoniae, de menor importancia, K. oxytoca que també s’ha aillat en mostres cliniques.
Altres especies com K. terrigena i K. planticola, anteriorment considerades com espeécies
ambientals, han demostrat tenir importancia clinica en trobar-se com a causa de processos
infecciosos en humans [1]. La majoria d’espécies de Klebsiella poden ser identificades sense
massa problemes amb proves microbioldgiques estandards; K. oxytoca és molt semblant
bioquimicament a K. pneumoniae excepte que és positiva a la prova de l'indol. K. oxytoca
comparteix amb K. pneumoniae la tendéncia a produir capsula. Les espécies del genere
Klebsiella, segons la classificacié americana establerta per @rskov el 1984, s’identifiquen i es
diferencien entre elles pels resultats obtinguts de proves bioquimiques, les quals estan
representades a la Taula I. 1 [1-2].
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I. 1. 2 Factors de viruléncia

I. 1. 2 Factors de viruléncia de K. pneumoniae

L’estudi dels mecanismes de patogenicitat que es desenvolupen durant les infeccions
causades per K. pneumoniae ens ha permeés identificar una série de factors bacterians que
determinen la capacitat del bacteri per causar la infecci6. Aquests factors de viruléncia
participen principalment en la superacié dels mecanismes de defensa innats a I'hoste, tot i que
també poden estar implicats en altres funcions crucials de diferents etapes del procés infeccibs.
A continuacio es descriuen els factors de virulencia millor estudiats a K. pneumoniae.

I.1. 2.1 Capsula

La capsula és I'estructura més externa de I'embolcall cel-lular i és el component que protegeix
al microorganisme front a les condicions ambientals adverses. K. pneumoniae normalment
desenvolupa una capsula prominent composta de polisacarids i practicament totes les soques
de K. pneumoniae sén capsulades. La capsula és essencial per la virulencia del bacteri ja que
constitueix una barrera antifagocitaria que protegeix al bacteri dels leucdcits polimorfonuclears i
evita la seva opsonitzacié i lisi, impedint la deposici6 del complement [4-6]. Estudis
experimentals previs suggereixen que la capsula podria ser un factor important per
I'establiment de la pneumodnia causada per K. pneumoniae, un cop demostrat que la
immunitzacié activa amb polisacarid capsular purificat protegeix contra la pneumonia per
Klebsiella induida experimentalment [7]. A més, estudis més recents, utilitzen anticossos
monoclonals contra el component capsular de Klebsiella per reduir la gravetat i el pas del
bacteri a sang en les pneumonies [8]. Estudis publicats per Cortés et al. demostren que la
capsula permet al bacteri, K. pneumoniae, escapar-se dels sistema del complement (C3) i de la
internalitzacié per les cél-lules epitelials, permetent I'establiment de la pneumonia i la
disseminacio de la infecci6. Per tant, la capsula contribueix en la capacitat de K. pneumoniae
de produir pneumonia, basicament perqué la seva abséncia augmenta la sensibilitat a la

deposicié del complement i a I'accié dels macrofags alveolars.

Figura [I. 2. Fotografia en el microscopi
electronic on s’observa el material capsular
envoltant K. pneumoniae. Obtinguda de la
referéncia [1]
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Generalment a mesura que augmenta I'espessor de la capsula més alta és la viruléncia de la
soca [9]. A K. pneumoniae s’han descrit fins a 82 serotips capsulars diferents, la variacié dels
quals és deguda a les diferéncies en la composicié dels sucres que la constitueixen [7]. Segons
alguns estudis epidemioldgics, el 90% dels aillaments son tipables; alguns serotips com K2,
K21, K55, K7 i K33 [7, 10] sén més freqlents que la resta, la freqliiéncia dels quals és inferior al
0,5%. K21 és el serotip més freqiient aillat a infeccions cliniques [1, 10] i la majoria d’estudis
estan d’acord en qué K2 és el serotip capsular més comu aillat de pacients amb infeccions dels

tracte urinari (bacteridries asimptomatiques, cistitis i pielonefritis) [11].

El fet que es tracti de la capa més externa del bacteri i que quasi totes les soques de Klebsiella
produeixin capsula de manera constitutiva, justifica I'interés en I'elaboracié de vacunes dirigides
contra un o més serotips capsulars de K. pneumoniae. De fet, hi ha evidencies experimentals
de que els anticossos contra la capsula protegeixen de les infeccions greus per K. pneumoniae.
Tot i que el gran nombre de serotips capsulars suposa un desavantatge alhora d’elaborar una
vacuna d’espectre suficientment ampli per garantir la seva eficacia [12], alguna de les vacunes
dirigides contra un o més serotips ja s’han provat en humans i s’han demostrat altament

immunogeéniques i no toxiques.
I. 1. 2. 2 Lipopolisacarid

El LPS és una molécula glicopidica ancorada a la cara externa de la membrana externa de la
majoria dels bacteris gramnegatius. Es un component estructural crucial als bacteris
gramnegatius i esta clarament implicat en la resisténcia de molts microorganismes front als
mecanismes de defensa de I'hoste.

La seva contribucio a la viruléncia és deguda, per un costat, a 'activitat endotoxica produida
per la part lipidica, el lipid A, que provoca I'activacié dels macrofags, indueix la resposta i té un
efecte pirogen. Per altra banda, la preséncia de les cadenes polisacarides de I'antigen O
faciliten el procés inicial d’adhesi6 i donen resisténcia al bacteri contra I'activitat bactericida del
serum no immune. Aquest Ultim aspecte de I'antigen O és potser el més important [13]. Les
cadenes laterals O del LPS que no queden cobertes i protegides per la capsula, s’exposen al
medi exterior i sobre elles s’hi diposita el component C3b del complement, perd com que
aquest principalment s’uneix a les cadenes laterals O més llargues, queda allunyat de la
membrana bacteriana, i per tant, no es produeix la formacié del complex d’atac a la membrana,
impedint la formacié del porus que provoca la mort del bacteri. Aixi doncs, les cadenes
d’antigen O, representen una barrera fisica que impedeix la correcta actuacié de la cascada de
reaccions de les proteines del complement. En relaci6 a la funci6é que exerceix I'antigen O en la
patogenesi de la pneumonia, Clements et al. varen concloure que a K. pneumoniae 'antigen O
es presenta a I'hoste amb una carrega neutral; aguest emmascarament de les carregues

implicaria la disminucié de les unions amb les particules carregades facilitant I'establiment de la
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pneumonia. Per exemple, la unié entre els péptids antimicrobians i la superficie del bacteri
quedaria alterada, igual que també s’afectaria la unié amb les defensines del pulmé [14].

Cada molécula de LPS esta formada per tres regions diferents:

e Una regi6 interna denominada lipid A o endotoxina, composada per un disacarid unit a
varis acids grassos. La seva principal activitat biologica és el manteniment de la
integritat de la membrana externa bacteriana. De principal interés clinic és la seva
funcié com a endotoxina, essent responsable de molts dels efectes patofisiologics
associats a les infeccions causades per bacteris gramnegatius.

e Una regi6 oligosacarida central anomenada nucli o core. El nucli no participa de
manera directa en la virulencia del microorganisme, sin6 que contribueix de manera
indirecta a servir d’'unié de I'antigen “O”, auténtic factor de virulencia. S’ha comprovat
que les tres regions del LPS poden actuar com immunogens; el nucli presenta motius
estructurals molt ben conservats, i per tant, es considera una diana adequada per la
induccié d’anticossos de gran reactivitat creuada. En aquest sentit, s’han obtingut
anticossos a través de la immunitzacié de ratolins amb K. pneumoniae, que reconeixen
de manera altament especifica el nucli de I'espécie, amb independéncia del serotip del
seu antigen “O”. Aquests anticossos dirigits contra el nucli del LPS podrien ser utilitzats

de tractament en pacients amb sepsia causada per bacteris gramnegatius.

e Una regi6 polisacarida anomenada cadena lateral O o antigen “O”. Esta constituida
per la repeticié d’'una unitat basica, en alguns casos constituida per un sol sucre o per
dos o0 més. Aquestes diferencies en la composicié de sucres no només es troben entre
les diferents espécies de bacteris gramnegatius, siné també poden aparéixer entre
soques d'una mateixa especie bacteriana. La variabilitat d’aquesta estructura i les
seves propietats immunogéniques han originat la descripcid de fins a 9 serotips
diferents a K. pneumoniae [12]. El serotip O1 és I'antigen O que més comunament s’ha
trobat als aillats clinics de K. pneumoniae. L’antigen O facilita el procés inicial d’adhesio
i confereix resisténcia al bacteri contra l'activitat bactericida del sérum [1]. Estudis
realitzats amb models animals han comprovat el paper protector dels anticossos contra
aquest serotip, i per tant, sembla que existeix una associacié entre la presencia

d’aquest serotip a les soques de K. pneumoniae i la seva viruléncia.

Alguns serotips capsulars poden emmascarar les estructures immunogéniques de la superficie
bacteriana, inclds I'antigen O del LPS, reduint d’aquesta manera l'eficacia de les vacunes
basades Unicament en aquest antigen. Com alternativa, es proposa la incorporacié dels
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polisacarids capsulars a la vacuna basada en els nou serotips O [12]. Les possibilitats

terapéutiques d'una vacuna formulada aixi encara no han estat avaluades.

l. 1. 2. 3 Fimbries

Durant el procés infeccios resulta fonamental que el microorganisme sigui capag d’establir-se i
colonitzar les superficies mucoses de I'organisme hoste. Hi ha diferents molécules d’adhesi6
que faciliten 'acostament i la unié del bacteri a receptors especifics presents a les cél-lules dels
teixits infectats. A K. pneumoniae, igual que a d’altres enterobacteris, son les fimbries, entre
d’altres adhesines les que juguen aquest paper.

Les fimbries sén projeccions filamentoses no flagel-lars que surten de la superficie bacteriana.
Estan constituides per subunitats proteiques globulars de pesos entre 15 i 26 kDa, tenen una
longitud aproximada de 4 um i s’han classificat en funcié de la seva capacitat d’aglutinar els
eritrocits de diferents animals. A K. pneumoniae predominen les fimbries de tipus 1 3.

Les fimbries de tipus 1 aglutinen els eritrocits de cobai. Aquestes fimbries s’uneixen als
receptors glicoproteics que estan presents a les cél-lules de I'organisme hoste que contenen
manosids, a on l'activitat d’hemoaglutinacioé és inhibida per la manosa. Diferents estudis han
permés concloure que I'adhesié mitjangada per les fimbries de tipus 1 és un important factor de
virulencia en les infeccions del tracte urinari tant inferior com superior causades per K.
pneumoniae, ja que permet la colonitzacié de la bufeta urinaria [15]. La capacitat d’'unié de les
fimbries de tipus 1 a glicoproteines solubles presents a la saliva pot, a més, jugar un paper
important en la colonitzacié del tracte respiratori superior [16]. De totes maneres, encara que
aquest tipus de fimbria afavoreix I'establiment inicial del microorganisme a les superficies
mucoses, a les etapes posteriors del procés infeccids resulta perjudicial pel bacteri per ser una
estructura reconeguda pels sistemes de defensa de l'organisme hoste. Concretament les
fimbries del tipus 1 sén reconegudes per receptors que contenen manosa, presents a la
superficie dels leucocits. La uni6 de I'adhesina a aquests receptors provoca la fagocitosi i mort
del bacteri a linterior dels leucocits mitjangcant un procés conegut com lectinofagocitosi. Per
evitar aquest mecanisme de defensa el bacteri controla I'expressié de les fimbries tipus 1 als

teixits, amb capacitat de revertir al fenotip no fimbriat [17].

Les fimbries de tipus 3 es varen descriure inicialment a Klebsiella, tot i que estudis posteriors
han demostrat la seva preséncia a altres generes dels enterobacteris [18]. Esta demostrat que
les fimbries de tipus 3 faciliten I'adhesi6 de K. pneumoniae a les membranes basals i
superficies basolaterals dels epitelis respiratori i renal, perd se’n desconeix el seu paper
patogénic [19].

Una altra fimbria anomenada KPF-28 s’ha descrit recentment a algunes soques productores de
beta-lactamases i s’ha relacionat amb la colonitzacié de l'intesti en humans [20]
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I. 1. 2. 4 Sistemes de captura de ferro d’alta afinitat

El creixement bacteria en els teixits infectats es veu limitat no només per l'acci6 dels
mecanismes de defensa de I'hoste, sin6 també per la disponibilitat de ferro a I'ambient. La
major part del ferro es troba associat a proteines de I'organisme hoste, ja siguin intracel-lulars
(mioglobina, ferritina, hemoglobina,...) com extracel-lulars (lactoferrina i transferrina). Per
superar aquesta limitacié de nutricié, molts bacteris secreten compostos quelants que reben el
nom de siderofors, sdn de baix pes molecular i presenten una elevada afinitat pel ferro.

A la familia dels enterobacteris s’han descrit dos grups de siderofors, essent I'enterobactina i
I'aerobactina els membres més destacats. L'enterobactina és el principal sistema de captura de
ferro dels enterobacteris. Té una elevada afinitat pel ferro que li permet competir de manera
efectiva amb la transferrina, aconseguint segrestar aixi, el ferro extracel-lular. En el cas de
I'aerobactina, la seva afinitat pel ferro és inferior i la font predominant de ferro la formen les
propies cel-lules de I'organisme hoste [21]. Altres caracteristiques que permeten diferenciar a
aquests dos siderodfors afecten tant a la seva distribuci6 com a la seva participacié en la
viruléncia del bacteri. Aixi, mentre que I'enterobactina se sintetitza a quasi tots els aillats clinics
d’ enterobacteris, incloent-hi K. pneumoniae, la sintesi de I'aerobactina varia entre els diferents
géneres d’ enterobacteris, essent baixa a Klebsiella. Encara que, Unicament en el cas de
I'aerobactina s’ha pogut comprovar clarament la seva implicacié en la viruléncia bacteriana. En
un estudi de Nassif i Sansonetti [22] es demostra que la introduccié del gen de I'aerobactina en
una soca avirulenta de K. pneumonaie, que no produia siderdfor, contribueix a 'augment de la

viruléncia del mutant en un model de peritonitis en ratoli.

I. 1. 3 Infeccions causades per Klebsiella pneumoniae

Klebsiella esta classicament considerada com un dels agents etioldgics de pneumonia severa
extrahospitalaria, especialment en pacients alcoholics. Tot i aix0, la gran majoria d’infeccions
per Klebsiella es produeixen en un context hospitalari. Actualment, es troba entre els cinc
bacteris gramnegatius patdgens més freqientment aillat a les infeccions hospitalaries. Com a
patogen oportunista, Klebsiella spp afecta sobretot als individus immunocompromesos que
estan hospitalitzats i que pateixen malalties com la diabetis o MPOC. Als Estats Units,
Klebsiella suposa entre el 3-7% de les infeccions nosocomials bacterianes, convertint-se en un

dels 8 patogens infecciosos més importants als hospitals [23-24]
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Taula I. 2 Infeccions adquirides a I'hospital causades per Klebsiella

Tipus d’infeccio % d’infeccions Ranquing de Klebsiella comparat amb
causades per altres patogens bacterians
Klebsiella
Infeccié urinaria 6-17 5-7
Pneumonia 7-14 2-4
Sepsia 4-15 3-8
Infeccié de ferida 2-4 6-11
Infeccions a UCI 4-17 4-9
Sépsia neonatal 3-20 2-8

Tal i com es detalla a la Taula I. 2, K. pneumoniae juntament amb K. oxytoca, aillada en
pacients hospitalitzats amb menor freqiiencia que K. pneumoniae, s6n causants principalment
d’infeccions urinaries, pneumonia i sépsia. Les espécies de Klebsiella es consideren entre els
cinc agents que més freqlientment causen infeccions urinaries, de ferida i bacteriemies
nosocomials i Klebsiella és el microorganisme aillat en tercer lloc de freqiiéncia com agent
causal de pneumonies adquirides a I'hospital. Tot i que és menys prevalent que altres agents
etiologics, Klebsiella causa infeccions amb important morbi-mortalitat. Aixi, per exemple, la
pneumonia produida per Klebsiella pneumoniae té un index de mortalitat d’aproximadament el
50% tot i el tractament antibidtic. La mortalitat assoleix indexs de fins el 100% en aquelles
persones amb alcoholisme i bacteriémia, tot i I's de 'adequada terapia antibidtica.

El tractament amb antibiotics administrat previament al pacient esta associat de manera
significativa amb l'adquisici6 de Klebsiella com a colonitzant, de fet, els percentatges
s’incrementen proporcionalment al temps d’estancga i I's d’antibidtics [25]. La importancia de
lincrement d’aquesta colonitzacié s'il-lustra amb I'observaci6 de que la taxa de casos
d’'infeccions nosocomials causades per Klebsiella a pacients portadors intestinals de Klebsiella
adquirida a I'hospital és quatre vegades superior a I'observada als no portadors. Les infeccions
nosocomials degudes a Klebsiella sén especialment problematiques a les unitats pediatriques,
sobretot a les unitats de cures intensives i nounats. K. pneumoniae esta relacionada amb la
sepsia neonatal i la meningitis tant a infeccions neonatals precoces com tardanes [26]. Els
brots causats per soques de Klebsiella multirresistent a les unitats de nounats, suposen un
problema greu moltes vegades associat a una alta mortalitat.

Per tant, les infeccions adquirides a la comunitat causades per Klebsiella, afecten sobretot a
persones de mitjana edat i majors amb problemes d’alcoholisme i s6n en forma de pneumonia.

En el cas de les infeccions nosocomials afecten tant a adults com a nens, sobretot nens
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prematurs, pacients a les wunitats de cures intensives de nounats i individus

immunocompromesos hospitalitzats.

I. 1. 3. 1 Infeccions urinaries

El tracte urinari és la localitzaci6 més frequent d’infeccio. Klebsiella causa entre el 6-17% de
totes les infeccions del tracte urinari nosocomials i t&¢ una incidéncia encara més alta en
pacients de risc, com pacients diabétics o amb bufeta neurdgena [1]. La clinica de les
infeccions del tracte urinari per Klebsiella és indistingible de la clinica de les infeccions causada
per altres uropatdgens comuns i inclou simptomes com la disdria, pol-lacitria, dolor lumbar i
desconfort suprapubic. La simptomatologia sistémica com febre i mal estar general normalment
ens indicaran pielonefritis o prostatitis. El tractament empiric habitual sol ser amoxicil-lina-acid

clavulanic i també cefalosporines. L’alternativa sén les quinolones.

I. 1. 3. 2 Infeccions respiratories

Les pneumonies adquirides a la comunitat produides per Klebsiella sén infreqlents, pero tot i
aixi s’han de tenir presents sobretot en aquells malalts amb malalties de base debilitants com
I'alcoholisme, diabetis o MPOC, amb les defenses de les vies respiratories alterades i
especialment en aquells que necessiten tractament hospitalari. Els microorganismes assoleixen
els pulmons per I'aspiraci6é d’aquells que estan colonitzant I'orofaringe. Aquesta pneumonia es
caracteritza per un comengament brusc i sovint una evolucid i resolucié fatal tot i el tractament
antibiotic instaurat a temps. Comenga amb febre, mal estar general, tos productiva i abundant,
dispnea i dolor al pit. Generalment s’afecten els I0buls superiors dels pulmons i és freqlent la
tendéncia a evolucionar cap a la formacié d’abscessos, necrosi, adhesions pleurals, cavitacio i

empiema [27-28].

Quan la pneumonia és adquirida a I'hospital també es tracta d'una pneumonia lobar,
necrotizant i greu. Afectant sovint els lobuls superiors i produint destruccié tissular com la
descrita anteriorment [27]. El mecanisme més important de patogenesi és la microaspiracio
dels bacteris que colonitzen l'orofaringe. Quan la colonitzacié orofaringia esta establerta,
I'aspiraci6 silent d’aquests bacteris potencialment virulents pot afectar les propies defenses del
pulmé i derivar en pneumonia. En aquells pacients que han estat ventilats mecanicament, el tub
endotraqueal juga un paper important en la patogénesi de la pneumonia; el mateix tub altera
les defenses de les vies respiratories altes i pot facilitar el pas de flora orofaringia a les vies
baixes. Els tractaments empirics habituals quan es sospita aquest tipus de pneumonies sén les
cefalosporines i els betalactamics amb inhibidors de la beta-lactamasa (amoxicil-lina-acid

clavulanic o piperacil-lina-tazobactam). En casos d’al-lergia, les quinolones s6n bones
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alternatives encara que, varis estudis alerten de 'augment de soques de Klebsiella resistents a
aquests antimicrobians [29-31].

I. 2 MECANISMES DE RESISTENCIA

A més de ser un dels microorganismes més freqientment associats a la infeccié nosocomial,
linterés per K. pneumoniae ha augmentat recentment degut a I'aparicid de soques resistents
als antibidtics habituals [25, 32-34]. K. pneumoniae és intrinsecament resistent a penicil-lina,
ampicil-lina, amoxicil-lina, oxacil-lina, carbenicil-lina i ticarcil-lina degut a la producci6 intrinseca
d’'una beta-lactamasa SHV-1 cromosomica. No es coneix bé si 'enzim SHV-1 (transportat per
plasmidis en altres enterobacteris) es tracta d’'una beta-lactamasa cromosomica historica de K.
pneumoniae, o bé, si SHV-1 va convertir-se en prevalent des de la introduccié de I'ampicil-lina.
A més, Klebsiella pot adquirir plasmidis que contenen material genétic per produir altres beta-
lactamases [35]. Entre aquests aillaments resistents als antibidtics destaquen especialment les
soques productores de BLEE, que confereixen la resisténcia a la majoria de betalactamics
disponibles fins ara, les soques productores d’AmpC mitjancada per plasmidis, i també la
resisténcia a aminoglicosids a través d’enzims modificadors d’aquests. Un problema afegit és la
facilitat amb qué K. pneumoniae acumula altres mecanismes de resisténcia que actuen
conjuntament amb aquests enzims, disminuint les opcions terapéutiques [36]. Per tant, K.
pneumoniae a part de tenir un paper important com a bacil gramnegatiu causant d’infeccions
nosocomials, també és una font important de transmissié de resisténcia antibiotica [37].

Els principals mecanismes de resisténcia coneguts a K. pneumoniae estan basats en la
presencia de beta-lactamases i a canvis de la permeabilitat de la membrana que alteren la
penetracié i/o expulsidé dels antibiotics. Aquests tipus de mecanismes de resisteéncia seran

també els utilitzats a les soques objecte dels estudis exposats a continuacio.

l. 2. 1 Beta-lactamases

Els betalactamics continuen essent el grup d’antibiotics més flexible, gracies a la seva
versatilitat i diversitat en termes de propietats quimiques, espectre antibacteria i tipus
d’administracié. La gran amenaca dels betalactamics és la diversificacié i proliferacié de les
beta-lactamases. Les beta-lactamases sén enzims produits per alguns bacteris que inactiven
els betalactamics mitjancant I'acci6 damunt l'anell betalactamic. Ja que penicil-lines,
cefalosporines i carbapenems estan inclosos en molts protocols de tractament de la majoria de
malalties infeccioses, la preséncia i les caracteristiques d’aquests enzims juguen un paper
important en la seleccié del tractament adequat.
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Existeixen dos esquemes de classificaci6 de les beta-lactamases actualment en Us. La
classificacid molecular o sistema d’Ambler esta basada en la seqiiéncia d’aminoacids i divideix
les beta-lactamases en classe d’enzims A, C, i D, que utilitzen serina per la hidrolisi dels
betalactamics i classe B, que necessita d’ions divalents de zenc com a substrat per la hidrolisi.
L’esquema de classificacié funcional esta basat en la classificacié basada per Bush et al. el
1995 [38]. Aquesta classificacié té en compte els substrats i els perfils inhibidors amb la
intencid d’agrupar els enzims de manera que es puguin relacionar amb el seu fenotip de
resisténcia en els aillats clinics [39]. La Taula I. 3 representa una versié extensa de la
classificacio funcional proposada inicialment per Bush al 1989 i ampliada el 1995 [38]. Aquesta
taula representa la classificacié funcional i I'estructural, basada en informacié de domini public

[39]. Aixi doncs, les beta-lactamases es classifiquen en:

Grup 1 Cefalosporinases: pertanyen a la classe molecular C i estan codificades en els
cromosomes de molts enterobacteris i altres organismes. S6n més actives a les cefalosporines
que a la penicil-lina i normalment sén resistents a la inhibicié per I'acid clavulanic. Sén actives
front cefamicines com la cefoxitina i tenen alta afinitat per I'aztreonam. A molts organismes
'expressié d’aguestes, també anomenades AmpC, és baixa pero induible quan s’exposa a
determinats betalactamics: amoxicil-lina, ampicil-lina, imipenem i acid clavulanic. En aquest
grup també es troben enzims mitjancats per plasmidis com FOX, CMY, ACT, DHA i MIR. Hi ha
un nou subgrup del grup1, 1e, amb enzims que tenen major activitat front ceftazidima i altres
oxiimino-betalactamics, com a resultat de substitucions, insercions o delecions d’aminoacids.

S’han anomenat AmpC d’espectre estes.

Grup 2 Beta-lactamases serina: inclou les classes moleculars A i D, representa el grup més
gran de beta-lactamases, degut a 'augment d’identificacions de BLEE en els darrers 20 anys.
Es divideix en varis subgrups:

e 2a: penicil-linases: grup petit que inclou beta-lactamases d’espectre relativament limitat
i que predominen en els grampositius. La majoria d’aquests enzims s6n cromosomics,
tot i que algunes penicil-linases dels estafilococs es troben en plasmidis.

e 2b: beta-lactamases que hidrolitzen penicil-lines i cefalosporines d’espectre estret o
petit; sén inhibides per 'acid clavulanic i el tazobactam. Inclou enzims com TEM-1,
TEM-2 i SHV-1, que son les beta-lactamases mitjancades per plasmidis que més
comunament s’identificaven als anys 1970s i principis dels 1980s.

e 2be: BLEE. El primer subgrup 2be va derivar de substitucions d’aminoacids a les
classiqgues TEM-1, TEM-2 i SHV-1, augmentat el seu espectre d’hidrolisi. Rapidament
han proliferat els enzims tipus CTX-M, no relacionats amb els anteriors. Finalment,
BLEEs menys comuns, tampoc relacionades amb TEM, SHV o CTX-M inclouen: BEL-
1, BES-1, SFO-1; TLA-1, TLA-2 i membres de les families PER i VEB.

12
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e 2br: beta-lactamases d’ampli espectre que s’han fet resistents a I'acid clavulanic.

e 2ber: inclou enzims del tipus TEM, que combinen espectre estés amb una resisténcia
relativa a I'acid clavulanic; també s’han anomenat CMT: complexe mutant de TEM, que
inclouen TEM-50.

e 2c: penicil-linases que es caracteritzen funcionalment per hidrolitzar carbenicil-lina o
ticarcil-lina.

e 2ce: inclou una beta-lactamasa carbenicil-linasa d’espectre estés recentment descrita:
RTG-4 (CARB-10) que té activitat front cefepime i cefpiroma.

e 2d: beta-lactamases amb capacitat d’hidrolisi a la cloxacil-lina o oxacil-lina. Sén
coneguts com enzims tipus OXA.

e 2de: s6n enzims que hidrolitzen cloxacil-lina o oxacil-lina amb un espectre estés que
inclou oxiimino-betalactamics perd no carbapenems. La majoria d’aquests enzims
deriven d’'OXA-10, com OXA-11 i OXA-15.

e 2df: beta-lactamases tipus OXA amb activitat hidrolitica front els carbapenems.
Sobretot apareixen en aillats d’Acinetobacter baumanii, i normalment produit per gens
que estan localitzats al cromosoma.

e 2e: Cefalosporinases que inclouen [I'habilitat d’hidrolitzar cefalosporines d’espectre
estes i s6n inhibides per 'acid clavulanic o tazobactam.

e 2f: Carbapenemases, de classe molecular A. Inclou tipus IMI, GES i KPC; aquestes

ultimes recentment relacionades amb brots epidémics per gramnegatius multiresistents

Grup 3: Metalo-beta-lactamases (MBL): formen un Unic grup de beta-lactamases tant
estructuralment com funcionalment, sovint es produeixen en combinacié amb altres beta-
lactamases. Es diferencien de les altres pel seu requeriment en ions zenc. Funcionalment, es
diferenciaven al principi per la seva capacitat d’hidrolitzar carbapenems, pero ara existeixen
algunes beta-lactamases serina amb aquesta habilitat. Les MBL es caracteritzen per tenir poca
afinitat o capacitat hidrolitica pels monobactams i no sén inhibides per I'acid clavulanic o
tazobactam; perd si sén inhibides per quelants d'ions metall com I'EDTA. Segons la seva
estructura també s’han subdividit en classes:
e 3a: MBL que inclouen les principals families codificades en plasmidis: IMP, i VIM sovint
es troben en bacteris no fermentadors pero també en enterobacteris
e 3b: grup petit de MBL que preferentment hidrolitzen carbapenems més que penicil-lines
i cefalosporines.

S’han identificat més de 350 beta-lactamases diferents, quasi un ter¢ d’elles sén capaces
d’hidrolitzar les oxiimino-cefalosporines (cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima, cefepime,
cefuroxima) i 'aztreonam. Aquestes, anomenades BLEE, es defineixen per consens com “beta-

lactamases generalment adquirides i no inherents a una especie que, o bé confereixen
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resisténcia a les oxiimino-cefalosporines perd no carbapenems, o bé presenten un augment de
I'habilitat per fer-ho, quan ho comparem amb altres membres de la familia relacionats
genéticament” [40].

La prevalenca de BLEE és alta arreu i és degut a varis factors: Us incontrolat d’antibiotics
d’ampli espectre, la identificacié limitada dels bacteris productors de BLEE per part dels
laboratoris de microbiologia clinica i la probabilitat de transmissié entre pacients, degut a la
massificacio i als errors alhora de prendre mesures de contacte i en els procediments de rentat
de mans. Inicialment, les BLEE, es trobaven sobretot afectant pacients ubicats a unitats de
cures intensives amb infeccions causades per K. pneumoniae i Enterobacter cloacae,
actualment les BLEE sobretot es troben en aillats d’E. coli de pacients que viuen en residéncies
0 en centres socio-sanitaris amb infeccions adquirides a la comunitat. La prevalenga de BLEEs
a Europa és més alta que al EEUU perd inferior que Asia i Sud-América. Mentre que a Europa
la prevalenga de BLEE a K. pneumoniae ha augmentat del 9% al 13,6%, a EEUU els aillats de
K. pneumoniae productora de BLEE han disminuit de 7,2% a 4,4% [41]. Les dades espanyoles
mostren un augment important de portadors fecals que han passat a ser de <1% al 1991 al
12% al 2003 a pacients hospitalitzats, i en pacients comunitaris la prevalenca ha passat de ser
de <1% al 1991 a 5% al 2003 [41].

En el cas de les BLEEs descobertes a K. pneumoniae ha crescut en els Ultims anys de forma

exponencial com pot revisar-se amb detall a http://www.lahey.org/studies.

Els carbapenems, el moxalactam i les cefamicines (cefoxitina, cefotetan) s’escapen de I'accié
hidrolitica de les BLEE. Aquest fet junt a que els microorganismes que produeixen BLEE sovint
també porten gens que codifiquen resisténcia a altres classes d’antibiotics, incloent quinolones,
aminoglicosids i tetraciclines ha fet que les opcions terapéutiques siguin limitades i que els
carbapenems siguin considerats el tractament més efectiu per les infeccions greus causades

per organismes productors de BLEE.
En resum, la gran majoria de beta-lactamases que trobem en la practica clinica pertanyen a les

families de TEM, SHV i CTX-M, i és la seva propagacio, i sobretot la de la BLEE tipus CTX-M,

la que és motiu de preocupacié a nivell de salut pablica.
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l. 2. 1. 1 Beta-lactamases tipus TEM i SHV

L’origen de les beta-lactamases tipus TEM encara és incert. SHV-1 deriva de la beta-lactamasa
cromosomica de classe A de Klebsiella pneumoniae. No cal dir que, I'is massiu d’oxiimino-
cefalosporines, que encara so6n ftractaments delecci6 per pneumonies, infeccions
intraabdominals, i infeccions urinaries a la majoria d’hospitals d’arreu del mén, ha suposat una
gran pressié per la selecci6 de resisténcies. Al 1982, Kliebe et al [42], varen descriure una soca
de K. pneumoniae provinent d’Alemanya amb una beta-lactamasa del tipus SHV-2, mutant de
SHV-1 i que era capag¢ dhidrolitzar oxiimino-cefalosporines. Sorprenentment, no varen
registrar-se més mutants fins al cap de 5 anys, que Sirot et al varen descriure varies soques de
diferents espécies d’enterobacteris que presentaven una cefalosporinasa derivada de TEM-1,
mutant de tres aminoacids i que es va anomenar TEM-3 [43].

Actualment, les variants de TEM i SHV catalogades han crescut fins a 175 i més de 120,

respectivament, (veure http://www.lahey.org/studies) la majoria d’elles amb activitat front les

oxiimino-cefalosporines. Les primeres variants de TEM i SHV, identificades els anys 1970s i
1980s es caracteritzen per la hidrolisi de cefalosporines de primera i segona generacié i son
inhibides per l'acid clavulanic i tazobactam; inclouen els enzims TEM-1, TEM-2 i SHV-1 |
formen part del subgrup 2b de la classificacié de Bush i Jacoby. També trobem beta-lactamses
del tipus TEM i SHV dins el grup 2br, com TEM-30, TEM-31, TEM-163, SHV-10 i SHV-72, que
tenen el mateix espectre d’activitat front els betalactamics perd sén resistents a I'acid clavulanic

i tazobactam.

Dins el grup 2be trobem altres enzims derivats de TEM i SHV amb grau de resisténcia a les
cefalosporines de 3a o 4a generacié i aztreonam variable depenent del tipus d’enzim i de
I'aillament (<1a 256 mg/dL) i sén inhibits per I'acid clavulanic i el tazobactam; hi ha enzims amb
major nivell de resisténcia a la ceftazidima que a la cefotaxima (com TEM-5, TEM-24, SHV-4,
SHV-5).

Per afegir més complexitat, el subgrup 2ber inclou beta-lactamases tipus TEM, que son
resistents als inhibidors de beta-lactamases i presenten resisténcia d’espectre estés, com TEM-
50 i TEM-158 i que tenen un conjunt de mutacions descrit previament a TEM-12 (activitat
BLEE) i a TEM-39 (activitat de TEMs resistents als inhibidors)[44].

A K. pneumoniae els tipus TEM més estesos s6n TEM-3 i TEM-4 aillats sobretot a UClIs.
També podem trobar soques amb TEM-1 i hiperproduccié d’aquesta, donant lloc a un fenotip
caracteritzat per resisténcia a 'acid clavulanic i cefalosporines de 1a generacié. A la familia
SHV, un dels enzims més prevalent a K. pneumoniae és SHV-12 [41]. També podem trobar
soques de Klebsiella amb expressié d’alt nivell de SHV-1 (present de forma natural en el
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cromosoma de la majoria de soques cliniques de K. pneumoniae), que pot arribar afectar
cefalosporines de 2a generacio i inclus ceftazidima.

l. 2. 1. 2 Beta lactamases tipus CTX-M

Els enzims de tipus CTX-M han protagonitzat una rapida i forta expansié mundial des de finals
dels anys 90, reemplacant en gran mesura a les BLEEs de tipus SHV i TEM. Sén un grup
d’enzims de classe A molecular i funcionalment estan classificades totes dins el subgrup 2be.
S’han reconegut a practicament tot el mén [45]. Les primeres soques productores de BLEE
tipus CTX-M es varen publicar a finals dels 1980 a Japd, Europa i Argentina [46]. Durant els
ultims 15 anys, aquest tipus de BLEE ha protagonitzat una propagacié rapida i global, i a
segons quins llocs les BLEEs tipus CTX-M s6n més nombroses que les classiques del tipus
TEM i SHV. Dels ultims estudis de vigilancia se n’extreu que s’han publicat soques de K.
pneumoniae i E. coli productores de BLEE tipus CTX-M a Sud-Ameérica, Asia i Europa, mentre
gue s’observa poca incidencia a Canada [47]. A Espanya, I'index de produccié d’enzims tipus
CTX-M és del 12,5% a aillats productors de BLEE de K. pneumoniae, amb predomini del grup 9
(CTX-M-9 i CTX-M-14) i grup 1 (CTX-M10) [48] (Figura I. 3). Es coneixen almenys 80 tipus de
beta-lactamases CTX-M i es divideixen en 5 grups segons la seqliiéncia d’aminoacids: CTX-M-
1, -M-2, M-8, M-9, M-25. Cadascun d’aquests grups esta relacionat amb beta-lactamases
cromosomiques de diferents espécies de Kluyvera que podrien haver-se mobilitzat per
transposicié. La propagacio horitzontal dels gens blacrxm entre les soques d’'una mateixa o
diferent especie d’enterobacteris és en gran mesura produida per plasmidis, que sovint
transporten altres mecanismes de resisténcia addicional [46], per aix0, en aquestes soques se
sol observar coresisténcia a quinolones i aminoglicosids. El nom de CTX ve donat per la seva
activitat hidrolitica front cefotaxima i molta menor afectacié de ceftazidima. Tot i que, noves
beta-lactamases CTX-M derivades d’altres per mutacions puntuals augmenten l'activitat front
ceftazidima [46]; per exemple CTX-M-15,-16,-27 i -32 es diferencien de CTX-M-3,-9,-14 i -1,
respectivament, Unicament per la substitucié Asp240Gly, perdo s6n molt més actives front
ceftazidima. El cluster CTX-M-9 és el més prevalent a Espanya [48].

Encara que els carbapenems es mantenen estables als enzims de tipus CTX-M, ja s’han
publicat casos d’aparicié de resisténcia a carbapenems durant el tractament amb aquests en
soques de K. pneumoniae productora de CTX-M-15 i CTX-M-1 degut a la perdua de porines
[49-50].
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Casos esporadics

CTX-M clusters B Fodemia
[ [coemz] ]

e

| CTX-M-9,-14 |

;J

| :-zel

| CTX-M-9, -14, 18, 19, 20, 21 |

Figura I. 3 Distribucié de les BLEEs tipus CTX-M a Europa. Mapa adaptat de la referencia [41].

l. 2. 1. 3 Altres beta-lactamases

Altres grups de beta-lactamases adquirides amb perfils hidrolitics similars als de TEM i SHV i
que també pertanyen a la classe molecular A han anat apareixent, perd amb diferent evolucié.
Entre elles destaquen les families PER, VEB, GES, TLA [44, 51]. Totes elles mitjancades per
plasmidis, inhibides per l'acid clavulanic i capaces dhidrolitzar una o més oxiimino-

cefalosporines i per tant incloses dins el grup 2be.

l. 2. 1. 4 Carbapenemases

So6n enzims que hidrolitzen tots els betalactamics, inclosos els carbapenems. Els trobem dins
les classes A molecular i dins els grups 2f i 2e de la classificacié funcional, que es caracteritzen
per ser sensibles a I'accié dels inhibidors com I'acid clavulanic; les carbapenemases d’aquesta
classe descrites a K. pneumoniae son KPC-1 i KPC-3. També trobem aquest tipus d’enzims
dins la classe B i grups 3a i 3b, on es denominen metalo-beta-lactamases per la necessitat
d’'ions de zenc en el seu centre actiu per poder exercir la seva activitat hidrolitica. Sén inhibides
per substancies quelants d’'ions com I'EDTA i I'acid mercaptopropionic, entre d’altres, i a més

18



Introduccié

tenen la caracteristica de no presentar activitat front a aztreonam; a K. pneumoniae s’han
descrit del tipus VIM i IMP. Per ultim, les carbapenemases de classe D i grup 2df, es
caracteritzen per ser capaces d’hidrolitzar la cloxacil-lina i a la qual pertanyen els enzims tipus
OXA, també s’han descrit a soques de Klebsiella, entre d’'altres [44].

l. 2. 1. 5 Beta-lactamases del tipus AmpC

Aquest tipus de beta-lactamases son el resultat de la integracié en plasmidis dels gens ampC,
que varen migrar del cromosoma d’espécies naturalment productores d’AmpC (Enterobacter
spp., Serratia spp., Citrobacter spp. i Pseudomonas spp.) i que actualment s’han difés a
enterobacteris com E. coli, K. pneumoniae, K. oxytoca, Proteus mirabilis, etc. Les beta-
lactamases plasmidiques del tipus AmpC, també anomenades cefamicinases plasmidiques,
sén enzims de tipus serina, de la classe molecular C i incloses dins el grup 1 de la classificacio
funcional de Bush. No s’inhibeixen per I'acid clavulanic i si per la cloxacil-lina i I'aztreonam i el
fenotip de resisténcia es caracteritza per afectar a cefalosporines de 2a i 3a generacié a més
de les combinacions amb inhibidors de beta-lactamases i amino-, carboxi-, i ureidopenicil-lines
[62-53]. Caracteristicament, sén resistents a les cefamicines (cefoxitina i cefotetan); aquest fet,
juntament a la resisténcia a la inhibicié per clavulanic, se sol utilitzar per diferenciar entre
enzims tipus AmpC i BLEEs. Tot i que la resisténcia a cefoxitina també pot ser deguda a
d’altres mecanismes com la pérdua de porines. Els carbapenems i les cefalosporines de 4a
generacio com cefepime i cefpiroma es mantenen actives front aquestes soques. Des de finals
dels 80, quan es va descriure la primera beta-lactamasa AmpC plasmidica, s’han descrit
nombrosos enzims d’aquest tipus al llarg de tot el moén en diferents enterobacteris. En els Gltims
anys estan tenint una incidéncia creixent, implicant-se en nombrosos brots nosocomials i amb
importants indexs de fracas terapéutic i mortalitat; encara que, las seva importancia real
segurament esta infraestimada degut a la dificultat de deteccié [32, 54-57]. Els plasmidis on
s’han localitzat els gens ampC solen ser conjugatius i sovint transporten altres determinants de
resisténcia que afecten quinolones, aminoglicosids, tetraciclines, sulfonamides, cloramfenicol i
també altres beta-lactamases. La seva importancia com a problema no esta tenint la mateixa
consideracié que les BLEEs, aix0 implica un retras en les mesures de control epidemiologic,
podent afavorir la seva extensié en els ultims anys. La majoria de laboratoris clinics inclouen en
la seva rutina diaria la deteccié de soques productores de BLEEs, perd no la deteccié de beta-
lactamases AmpC mitjangades per plasmidis. De fet, no es disposen recomanacions oficials per
part dels comités d’estandarditzacié d’antibiogrames [58]. Existeixen varis tests fenotipics per
detectar la preséncia d’AmpC. Entre els més utilitzats i senzills de realitzar trobem el test de
doble-disc amb un disc de 500ug de cloxacil-lina (inhibidor betalactamic) col-locat entre discs
de cefotaxima i ceftazidima; i entre els quals s’ha d’observar sinérgia. També, I'acid boronic
s’ha reconegut com a inhibidor de les beta-lactamases tipus AmpC. Per aixd s’han d’utilitzar

discs de 300ug d’acid boronic col-locats entre discs de cefotaxima i ceftazidima i entre els quals
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s’ha d’observar sinérgia, com en el cas anterior [58]. Els tests fenotipics no permeten
diferenciar entre les diferents families d’enzims tipus AmpC mitjangats per plasmidis, és per
aixo que el métode de deteccid estandard d’or de beta-lactamases AmpC és la PCR.

l. 2. 2 Alteracions de la permeabilitat

Els embolcalls dels bacteris gramnegatius estan formats per tres capes ben diferenciades
(Figura I. 4). La capa interna, corresponent a la membrana citoplasmatica, la qual regula el pas
de metabolits tan d’entrada com de sortida del citoplasma; una capa prima de peptideglica que
dona rigidesa mecanica a la cél-lula i que es troba a tots els bacteris menys en els
micoplasmes; i la capa més exterior, la membrana externa, que és una barrera addicional
formada de lipids, polisacarids i proteines propia dels bacteris gramnegatius. La membrana
externa conté una quantitat relativament alta d’acids grassos saturats i fosfatidiletanolamina i té
una permeabilitat reduida als agents hidrofobics. Als bacteris gramnegatius que viuen en el
tracte intestinal dels animals, la membrana externa s’ha desenvolupat com una barrera molt
eficient que protegeix les cél-lules de I'acci6 de les sals biliars i de la degradacié per part dels
enzims digestius. A més, aquesta estructura actua com una barrera impermeable a molts
antibiotics grans i lipofilics com els macrolids, novobiocina, clindamicina, entre altres. Aquesta
reduida permeabilitat prevé de I'entrada de components toxics ajudant al bacteri a sobreviure
en ambients adversos [59]. Tot i aquesta relativa impermeabilitat la membrana externa conté
varies proteines que permeten I'entrada de components hidrofilics (nutrients) a la cél-lula i la
sortida de productes de rebuig. La membrana externa conté lipoproteines i proteines
integrades, aquestes Ultimes formen una estructura transmembrana en forma de porus

hidrofilics. Els porus no-especifics es coneixen amb el nom de porines.
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Figura I. 4 Representacié esquematica de la membrana externa de K. pneumoniae.
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1. 2. 2. 1 Porines

Les primeres porines identificades foren OmpF i OmpC (ambdues trimetriques) a E. coli, pero
anys meés tard la identificaci6 de les porines s’ha estés a moltes espécies de gramnegatius [59].
A K. pneumoniae també s’han descrit dues porines principals, OmpK35 (homologa de OmpF)
[60-61] i OmpK36 (homologa de OmpC) [62]. A Enterobacer spp. s’han caracteritzat amb detall
Omp35 i Omp36.

Si bé s’ha avancat en diversos camps, com per exemple en l'analisi de tipus funcional, el
progrés més important en l'estudi de les porines ha estat indiscutiblement l'aclariment de la
seva estructura tridimensional a través de difraccio electronica i cristal-lografia de rajos X [63-
66]. Aquests estudis han demostrat que, tal i com s’havia predit en estudis anteriors, els
monomers de les porines travessen la membrana lipidica com un barril format per 16 fulles B, i
que per aixd0 també rep el nom de barril B (Figura I. 5). Aquestes fulles B estan clarament
inclinades (entre 30 i 60°) respecte I'eix del barril, el qué suposa un increment del diametre del
porus [67-68]. La longitud d’aquestes fulles B varia entre 7 residus (fulla 5) i 16 (fulla 1) a la
porina OmpF d’'E. coli. El contacte entre monomers s’estabilitza mitjangcant interaccions
hidrofobiques i polars, i 'ansa extracel-lular 2 tendeix a encorbar-se sobre la paret del barril de
la subunitat veina, jugant un paper important en l'estabilitat de I'estructura. La superficie
externa del barril esta ocupada per cadenes lipofiliques. Curiosament molts residus aromatics
es localitzen a les interfases interna i externa entre la bicapa i el medi aquds [63, 69]. Un
fenomen semblant passa a I'estructura de les proteines integrals de la membrana interna [70].

Just abans de conéixer-se I'estructura de les porines PhoE i OmpF es va veure que, de forma
invariable, les sequiencies de les porines mostraven un residu de fenilalanina en el seu extrem
C-terminal. Aquest aspecte s’ha confirmat practicament a totes les proteines formadores de
canals de la membrana externa, tot i que en comptades ocasions aquest residu C-terminal és
un triptdfan. Aquest residu C-terminal es localitza a la interfase entre la membrana externa i el

periplasma d’OmpF i PhoE [63], que podria explicar la seva conservacio.

Les fulles transmembrana estan connectades per girs periplasmatics curts, pero les anses
extracel-lulars que les connecten amb I'exterior sén generalment llargues. Com s’ha dit
anteriorment, I'ansa 2 s’aplega per facilitar la connexi6 amb el monomer vei. L'ansa 3, que
connecta les fulles 5 i 6, és especialment llarga (33 residus a OmpF) i s’aplega per introduir-se
a l'interior del barril, limitant d’aquesta manera el diametre d’aquest.
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Figura I. 5 Estructura de la porina OmpF d’E. coli (A). Vista del trimer des de I'exterior de la
cel-lula perpendicular respecte al pla de la membrana. L'ansa 2 de cada monomer en blau juga
un paper important en la interacci6 amb el monomer vei. L’ansa 3 de cada monomer indicada
amb taronja estreny el porus. (B) Vista lateral de la unitat monomérica des del costat indicat
amb la fletxa en el panell A. Les anses 2 i 3 estan d’igual color que en el panell A. (C) Vista del
mateix monomer des de l'exterior cel-lular mostrant la regié del porus. Aquesta regié esta
formada per Glu117 i Asp113 de I'ansa 3 i per 4 residus basics ubicats a la paret oposada del
barril: Lys16, Arg82 i Arg132.

La naturalesa dels residus alineats a la paret del canal proporciona una explicacié raonable de

les caracteristiques de la difusié a través de les porines. Per exemple, OmpF i PhoE

prefereixen cations i anions, respectivament, tot i tenir un 72% d’homologia a la seqiéncia de la
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proteina madura. Aquesta diferéncia en la preferéncia de carregues és deguda principalment a
la substitucié del residu Gly131 en el porus d’OmpF per una Lys125, amb carrega positiva, a
PhoE [63, 71-72].

El porus d'OmpC sembla que podria ser lleugerament menor que el d'OmpF segons les taxes
de difusi6 de molecules organiques [73]. Tot i que encara no es coneix lestructura
cristal-lografica d’'OmpC d’E. coli, el nostre grup va descriure I'estructura de la seva homologa a
K. pneumoniae, OmpK36 [64]. Sorprenentment, tant la constriccié de la regi6 del porus com la
ubicacié dels residus carregats s6n practicament idéntiques, el que dificulta en gran mesura
I'explicacié d’aquestes lleugeres diferéncies en la difusié. Una possibilitat és que el fet de que la
majoria dels residus carregats d’OmpC estiguin dirigits cap a la llum del porus redueixi el radi
funcional per la difusi6 dels soluts [74].

l. 2. 2. 2 Altres porus

E. coli també expressa la proteina OmpA, homologa de la porina principal de Pseudomonas
aeruginosa OprF [59]. Proteines semblants a OmpA també s’han descrit a K. pneumoniae,
OmpK34. Aquesta proteina monomérica permet la penetracié de soluts, perd amb una
eficiencia molt més baixa, unes 100 vegades menor que les porines no especifiques
trimetriques [59]. A més de les proteines principals també trobem altres porines de menor
importancia com OmpK37 a K. pneumoniae i OmpN a E. coli. No s’expressen a la membrana
externa de soques que creixen sota condicions estandard de laboratori, indicant que existeix
una forta regulacié dels seus gens [75]. La seqliencia d’aminoacids revela que la porina
OmpK37 de K. pneumoniae és altament homologa a les porines OmpS2 de Salmonella typhi i
OmpN d’E. coli. L'expressié d’'OmpK37 podria estar estimulada sota condicions (com la pressio
antibiotica) en qué les seves caracteristiques estructurals (el seu porus més petit) podria
suposar un avantatge damunt les porines classiques; per aix0 sobretot, es troba en aquelles
soques deficients en OmpK36 i OmpK35, com a resultat de la seleccié en la resisténcia a
betalactamics [75].

K. pneumoniae també produeix porus especifics, que catalitzen la difusié espontania de
nutrients concrets. LamB permet I'entrada de derivats de maltosa, i actua de receptor del
bacteridfag lambda. PhoE catalitza I'entrada de fosfat, s’expressa Gnicament en condicions de
caréncia de fosfats, encara que sobretot és un canal amb preferéncia pels anions. Ambdos
tenen una estructura general semblant a les porines no especifiques, pero els residus que
revesteixen linterior del porus son suficientment diferents per donar-los una funcionalitat
especifica. En el cas de LamB, cada subunitat del trimer és un barril tipus  format per 18 fulls

B transmembrana, a diferencia de 16 de les porines classiques [76]. La funcié fisiologica de
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LamB a E. coli és facilitar I'entrada d’'una amplia varietat de carbohidrats quan estan presents

en baixes concentracions en I'ambient [77].

L’estructura de PhoE té una homologia del 72% amb OmpF, tal i com ja s’ha comentat

anteriorment.

I. 2. 2. 3 Perdua de porines i resisténcia antimicrobiana

La pérdua de porines s’ha relacionat amb un increment de la resisténcia a agents
antimicrobians hidrofilics; els estudis sobre aquesta area s’han focalitzat en els betalactamics i
les fluoroquinolones. Les soques de K. pneumoniae productores de BLEE solen expressar
només una de les dues porines. Sovint només expressen OmpK36 més freqlientment que les
soques no productores de BLEE, que normalment expressen les dues porines: OmpK36 i
OmpK35 [78-79]. La péerdua aillada d'OmpK35 o d’OmpK36 a soques sense cap mecanisme de
resisténcia només augmenta de forma minima la resisténcia basal, perd quan existeixen altres
mecanismes juntament a la perdua de les porines, aquest exerceix un efecte multiplicador
sobre la resistencia. El nivell de resisténcia és maxima quan es perden alhora OmpK36 i
OmpK®35, que al mateix temps pot afavorir la seleccié addicional d’alires mecanismes de
resisténcia.

Els mecanismes de control de la pérdua de porines a K. pneumoniae estan encara poc
entesos. Perd, esta descrit que la perdua de la porina OmpK36 tant a soques cliniques com en
el laboratori es produeix per la interrupcié directa del gen ompk36 ja sigui per la insercié de
seqgléncies i menys freqlientment, per mutacions puntuals o delecions. La perdua de la porina
OmpK835 podria estar controlada per mecanismes similars als descrits per OmpK36 [80]. La
pérdua de porines deguda a les insercions de sequéncies en els gens de les porines és un
mecanisme que apareix in vivo en aquells pacients que estan amb tractament antibiotic;
aquests canvis en el gen de la porina podrien ajudar a les cél-lules a adaptar-se als canvis del
medi i augmentar la seva capacitat de supervivéencia [80].

El tractament dinfeccions causades per K. pneumoniae productora de BLEE és dificil no
només degut a la seva resisténcia a les cefalosporines d’espectre estés sin6 també per la
resisténcia a d’altres agents antimicrobians codificats en el mateix o diferent plasmidi. Les
cefamicines o els carbapenems serien dels betalactamics les opcions més raonables, ja que les
beta-lactamases no hidrolitzen la cefoxitina ni els carbapenems. S’ha observat perd, que els
tractaments amb cefoxitina poden seleccionar mutants de Klebsiella deficients en les dues
porines principals [79]. A K. pneumoniae un bon marcador de la doble pérdua és la resisténcia
a la cefoxitina; tot i que la resisténcia a cefoxitina no és un marcador especific de la perdua de

porines, ja que també s’observa a soques que produeixen una beta-lactamasa plasmidica tipus
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AmpC. En el cas de la produccié dAmpC a part d’afectar-se la cefoxitina també s’alteren les
CMIs de cefotetan (una altra cefamicina), cosa que no passa amb la pérdua de porines [79].

Els carbapenems, com ja s’ha comentat anteriorment, s6n actius també front soques
productores de BLEE, inclus en aquelles soques que han perdut les porines principals. Pero,
s’han descrit soques cliniques de K. pneumoniae resistents als carbapenems (imipenem,
meropenem, ertapenem). S’ha descrit resisténcia a imipenem i meropenem en una soca de K.
pneumoniae productora de SHV-2 i deficient en OmpK35 i amb expressio reduida d’OmpK36
[81]. També, Mena et al. varen descriure un brot nosocomial causat per K. pneumoniae
productora de BLEE tipus CTX-M-1, en qué durant el tractament amb carbapenems dos
pacients varen desenvolupar resisténcia a aquests degut a la perdua de I'expressié de les dues
porines principals [50]. La resisténcia a carbapenems també s’ha observat quan una soca
deficient en les dues porines principals també expressa beta-lactamases del tipus AmpC o
carbapenemases dels grups A o D [82-83]. De fet, els valors de CMIs més alts pels
carbapenems es troben en aquelles soques de K. pneumoniae deficients en les dues porines
amb beta-lactamases del grup 1 tipus AmpC com ACT-1, DHA-1 i FOX-1 i per carbapenemases
grup 2f: KPC-1. En moltes d’aquestes soques la pérdua de sensibilitat és més marcada per
ertapenem que per imipenem i meropenem [52, 84-85].

Les soques de K. pneumoniae productores de BLEE i deficients en les dues porines principals
presenten més freqientment una bomba defluxié, podria ser que el mecanisme defluxio
funcionés més bé en aquelles soques deficients en porines. En aquests casos també

observariem resisténcia a quinolones [86].

La importancia que tenen altres porus especifics sobre la resistencia antibidtica a K.
pneumoniae esta menys estudiada. No esta clara si la funcio de I'expressié de LambB podria
facilitar la penetracié de components hidrofilics i si la seva pérdua suposaria un augment de la
resisténcia. Es possible que I'expressié de PhoE sigui responsable de la sensibilitat a
carbapenems en aquelles soques amb deficiencia de les porines principals; i que la disminucié
de la regulacié de phoE estaria implicada en la resisténcia als carbapenems [83, 87].

I. 2. 3 Expulsio activa: bombes d’efluxié

Efluxié és el bombeig d’un solut fora de la cél-lula. Els gens i proteines de les bombes d’efluxié
estan presents tant en els bacteris sensibles com en els resistents als antibiotics. Alguns dels
sistemes poden estar induits pels seus substrats i per aixd una soca aparentment sensible pot
sobreproduir un bomba i convertir-se en resistent. La resisténcia als antibidtics en un mutant de

bomba és deguda a un dels dos mecanismes seglents: per la sobreexpresio de la proteina de
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la bomba defluxié, o bé perquée s’hagin produit substitucions en els aminoacids de les
proteines que facin la bomba més eficient a I'exportacié. Les bombes d’efluxié poden ser
especifiques d’un substrat o poden transportar un ventall ampli de components estructuralment
diferents (incloent antibiotics de diferents classes); algunes bombes poden estar associades a
resisténcia a multiples antibidtics. La resisténcia en aquest context no vol dir necessariament
resisténcia a aquells antibiotics que utilitzariem per tractar una infeccid6 per determinades
espécies o resisténcia clinicament assolida per determinades concentracions d’aquests
antibiotics, i per tant, la rellevancia clinica de la resisténcia produida per les bombes d’efluxié

és espeécie, droga i infeccié depenent.

Fa temps que es coneix que la funcio fisiologica natural de les bombes d’efluxié multidroga als
bacteris és la d’exportar substancies nocives fora del bacteri permetent la supervivéncia
d’aquest en ambients hostils. Les bombes d’efluxié s’avancen a I'era dels antibiotics, i per tant
la seva funcio natural és poc probable que estigui relacionada amb I'is d’antibidtics. L’ambient
natural en quée es troben els patdgens intestinals és ric en sals biliars i acids grassos, aixo
suggereix que una de les funcions fisiologiques dels sistemes d'efluxié actius sigui la de
secrecié de metabolits intracel-lulars i la de protegir contra la varietat de substancies que hi ha
en aquest ambient. S’ha demostrat que mutants d’E. coli, Salmonella enterica serovar
Typhimurium, i Campylobacter jejuni que han perdut components de la bomba AcrAB-TolC sén
molt sensibles a la bilis i les sals biliars i que mutants que sobreexpressen components
d’aquesta bomba sén resistents a altes concentracions de bilis i sals biliars [88-95]. Per tant,
s’ha suggerit que la funci6 primaria de les bombes AcrAB-TolC d’E. colii CmeABC de C. jejuni

és la de permetre la supervivéncia dels bacteris intestinals en preséncia de bilis [91, 93].

Durant els dltims 10 anys hi ha hagut publicacions esporadiques implicant components de les
bombes defluxié en la patogenicitat de I'organisme i/o la seva supervivéncia en el ninxol
ecologic. Al 2002 Hirakata et al. [96] van concloure que el sistema d’efluxi6 MexAB-OrpM de
Pseudomonas aeruginosa exportava determinants de viruléncia que contribuien a la viruléncia
d’aquest organisme. Jerse et al. [97] varen publicar que un sistema d’efluxié funcional MtrCDE
a Neisseria gonorrhoeae augmentava la supervivencia en un model d’infeccié del tracte genital
en ratolins femella. Aquests autors varen suggerir que aix0 era degut a la capacitat de
sobreviure en presencia de substancies mucoses. Més recentment, 2 grups per separat han
demostrat que el sistema AcrAB-TolC de S. enterica serovar Typhimurium és important en la
colonitzacié dels pollets [98-99]. També s’ha demostrat en estudis de cultius tissulars que
components de les bombes d’efluxié del tipus RND s6n importants per la invasid, adheréncia,
i/o colonitzacié de la cél-lula hoste. En el mutant de P. aeruginosa PAO1 es va observar una
disminucié en la invasio cel-lular quan s’inactivava mexB [96]. Buckley et al. [99] també varen
publicar que un mutant de S. enterica serovar Typhimurium amb abséncia de folC tenia poca

adheréencia tant a les cel-lules humanes embrionaries d’intesti com als macrofags de ratoli
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(RAW 264.7) i va ser incapag d’envair els macrofags. EI mutant acrB s’adheria pero no envaia
els macrofags. En resum, totes aquestes dades suggereixen que el sistema de bomba d’efluxidé
juga un paper important en mitjangar I'adheréncia i el segrest del bacteri en les cél-lules hoste,
aixi com també és important en la supervivéncia de substancies nocives en I'ambient local.
Varis factors de viruléncia extracel-lulars, que son regulats per qudrum-sensing, fan de substrat
en el sistema defluxi6 MexAB-OprM de P. aeruginosa [100-101]. S’ha suggerit que la
disminucié de la viruléncia de les soques de P. aeruginosa que sobreexpressen bombes
d’efluxié podria ser degut a un augment dels senyals quorum-sensing, d’aquesta manera es
reduiria I'expressié de determinants de virulencia regulats per molecules quorum-sensing.
Recentment, s’ha relacionat la sobreexpresié dels sistemes MexCD-OrpJ i MexEF-OrpN amb la
reduccié de l'expressi6 de gens que codifiquen components de secreci6 tipus Ill a P.

aeruginosa [102].

Els gens que codifiquen les bombes d’efluxié es poden trobar en el cromosoma o bé en
elements transmissibles com sén els plasmidis. La genomica ens ha demostrat que hi ha molts
gens que codifiqguen bombes d’efluxié de tots els tipus, com les que produeixen resisténcia a
multiples antibiotics [103]. Hi ha també evidéncies de que la mida del genoma queda reflexada
en el nombre de gens presents a la bomba, com més llarg és el genoma més nombre de gens
de bomba [104-105]. Sovint, un sol organisme pot tenir multiples bombes d’efluxié multidroga.
Hi ha 5 families diferents de bombes d’efluxié (Figura I. 6); fins ara les families importants de

bombes d’efluxié bacterianes codificades cromosomicament sén:

e RND: “Resistance Nodulation Division”

e MFS: “Major Facilitator Superfamily”

e SMR: “Staphylococcal Multiresistance”

e MATE: “Multidrug and Toxic Compound Extursion”
e ABC: “ATP Binding Cassette”
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Figura I. 6 Comparacio de les estructures de les cinc families de bombes d’efluxio

I. 2. 3.1 Familia RND: El model del sistema d’efluxio AcrAB

Genética

Estructuralment, els sistemes d’efluxié de la familia RND estan compostos per tres parts. Aixi
per exemple, la bomba AcrAB, és el sistema d’efluxioé del tipus RND més estudiat; a E. colii a
d’'altres bacteris de gramnegatius com K. pneumoniae té tres components: una proteina
transportadora (efluxi6) a la membrana interna (per exemple, AcrB), una proteina
periplasmatica (per exemple, AcrA), i una proteina canal a la membrana externa (per exemple,
TolC) [106-107] o proteina de membrana externa o factor de membrana externa. El component
AcrB captura els seus substrats de la bicapa lipidica de la membrana interna o del citoplasma
[108] i els transporta cap al medi exterior a través de TolC [109]. La cooperaci6é entre AcrB i
TolC esta mitjangada per la proteina periplasmatica AcrA. Les comparacions gendmiques han
donat a coneixer una homologia de fins el 70% entre els gens de les bombes i de fins >80%
entre les sequéncies d’aminoacids de les proteines de les bombes de la familia RND, intra
espécie i entre diferents especies bacterianes, per exemple E. coli acrB/AcrB, P. aeruginosa
mexBMexB, C. jejuni cmeB/CmeB, i N. gonorrhoeae mirD/MtrD. Les organitzacions dels gens
que codifiguen aquests sistemes d’efluxié de tres parts sén també similars entre les diferents
espécies. Tipicament, els gens estan organitzats com a operons: el gen regulador esta
localitzat al costat del gen que codifica la proteina periplasmatica, que alhora esta localitzat
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contigu al gen de la proteina de la bomba d’efluxié, que esta localitzada al costat de la proteina
de membrana externa. La proteina de fusi6 de membrana i la proteina de bomba normalment
es cotranscriuen. Per alguns sistemes i/o especies, la proteina de membrana externa no esta
col-locada amb els altres gens, per exemple, acrAB i tolC d’E.coli [92] i mexXY i oprM de P.
aeruginosa [110]. Les bombes RND transporten protons a la inversa, utilitzant el gradient de

protons a través de la membrana, intercanviant un H* per una molécula d’antibiotic [111].

Estructura

Varies publicacions han descrit les estructures cristal-lografiques dels components de les
bombes d’efluxi6 multidroga, de tres parts, de la familia RND dels bacteris gramnegatius,
incloent AcrB i TolC d’E.coli i MexA, MexB i OprM de P. aeruginosa [112-116] (Figura I. 7).
L’estructura cristal-lografica de TolC es va resoldre a una resolucié de 3,5-A [115]. La unitat
funcional d’aquesta proteina esta formada de tres unitats identiques de polipéptid amb un canal
llarg que travessa tant la membrana externa com I'espai periplasmatic. Un grup d’hélixs en
espiral que al final del tinel es desfan per tal d’obrir el canal. L'estructura cristal-lografica
d’AcrB es va obtenir a una resolucié de 3,5-A [116]. La unitat funcional d’AcrB esta formada
també per tres unitats idéntiques de polipéptid, amb dotze hélixs que travessen la membrana i
un llarg domini periplasmatic. L’estructura continua com un “pentinat” que s’obre en forma
d’embut facilitant el contacte amb TolC. Hi ha tres hélixs que formen un porus cap a I'embut,
amb una cavitat central localitzada a dalt de tot de I'estructura. La cavitat té tres “vestibuls” a
cada costat del pentinat que van a parar al periplasma. A la regié de la transmembrana, cada
protomer té 12 helixs transmembrana. L’estructura suggereix que els substrats es transporten
des del citoplasma via la regié transmembrana i del periplasma via els vestibuls. Finalment, els
substrats sén transportats de forma activa a través del porus cap a TolC.
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Figura I. 7 Model de bomba defluxid de tres parts. Aquest possible model d’'una bomba
d’efluxié basada en el model de TolC (vermell) formant una zona d’interaccié minima amb les 6
agulles de monyo de I'apex d’AcrB (verd). Un anell de nou molécules de MexA (blau) esta
donant forma per crear una funda al voltant d’AcrB i del barril beta de TolC (MexA és un
homoleg molt proper d’AcrA, el company natural d’AcrB/TolC). IM: membrana interna; OM,

membrana externa. Figura reproduida de la referéncia [109].
Substrats
Les bombes d’efluxi6 multidroga contribueixen a la resisténcia antibidtica en els bacteris de

diverses maneres: (i) resisténcia inherent en els bacteris gramnegatius a una classe sencera
d’agents antimicrobians, (ii) resisténcia inherent en algunes classes de bacteris gramnegatius a
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agents antimicrobians especifics, i (iii) resisténcia a bacteris clinicament rellevants que
sobreexpressen una bomba d’efluxié. A E. coli, el perfil de substrats de la bomba AcrAB/TolC
inclou cloramfenicol, betalactamics lipofilics, fluoroquinolones, tetraciclina, rifampicina,
novobiocina, acid fusidic, acid nalidixic, bromur d’etidi, acriflavina, sals biliars, acid grassos de
cadena curta, dodecil sulfat sodic, TritonX-100, i triclosan [59, 117-120].

AcrA i AcrB de S. enterica serovar Typhimurium sén molt similars a AcrA (94%) i AcrB (97%),
respectivament, d’E. coli [121]. S’han construit mutants de S. enterica serovar Typhimurium que
els faltaven varis gens de les bombes d’efluxié [99, 121-123]. Aquests mutants deficients en
AcrB varen resultar ser molt més sensibles a quinolones, tetraciclina, cloramfenicol, sals biliars,
dodecil sulfat sodic, Triton X-100, acriflavina, bromur d’etidi, bromur de cetiltrimetilamoni, i
triclosan. La sobreexpresié d’AcrB també s’ha associat amb resisténcia a multiples antibiotics
tant a aillats clinics d’humans com a veterinaria i a mutants de laboratori de S. enterica serovar
Typhimurium [122, 124-125].

Regulacio

Els mecanismes que donen lloc a un augment de I'efluxié en aillats clinics es poden dividir en
quatre grups: (i) mutacions en el gen repressor local, (i) mutacions en el gen regulador global,
(iii) mutacions en la regi6é promotora del gen transportador, i (iv) insercié d’elements en el gen
transportador. Només tres d’ells actuen en la regulacio d’AcrAB.

La majoria dels gens de les bombes d’efluxié multidroga de la familia RND estan codificats per
operons que estan sota el control del gen repressor local; per exemple, a E. coli, AcrA i AcrB es
cotranscriuen sota el control d’acrR [126]. El mateix passa per altres gens acr d’altres espécies.
Mutacions als gens acrR i acrS [127] donen lloc a un augment de la sobreexpresié de les
bombes d’efluxié corresponents. Aquestes mutacions s’han trobat a gens acrR d’aillats clinics
d’E. coli, S. enterica serovar Typhimurium, Haemophilus. influenzae, i Enterobacter
aerogenes.[118, 128-130].

A E. coli 'expressio d’AcrAB esta controlada tant per acrR; 'oper6 de MarRAB, incloent MarA
(un activador transcripcional) com per I'oper6 SoxRS [131-134]. Tant a E. coli com a altres
enterobacteris hi ha porines presents a la membrana externa [59]; I'expressio de les proteines
de les porines esta també sota el control de MarA i SoxS; quan els activadors transcripcionals
estan sobreexpressats, es produeix micF que fa disminuir I'expressié d'OmpF a la membrana
externa i per tant, redueix I'afluéncia d’alguns agents antimicrobians [126]. Aquests activadors
també interactuen amb acrAB fent que augmenti la produccié d’AcrAB i augmentant I'efluxié
[126]. Altres espécies de la familia dels enterobacteris tenen bombes d’efluxié homologues a
AcrABToIC i la seva expressid es considera que també esta regulada igual que a E. coli. De

totes maneres, hi ha evidéncies de que el regulador global podria no ser sempre MarR o SoxR i
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ser RamA. La sobreexpressié d’aquesta proteina estaria associada amb la resistéencia a
multiples antibiotics a S. enterica serovar Typhimurium, E. aerogenes, i K. pneumoniae [135-
138].

S’ha identificat la preséncia de sequiéncies d’insercié en direccid 5 a gens que codifiquen
components estructurals de les bombes d’efluxié o insercions en el gen del repressor local en
soques cliniques que sobreexpressen bombes d’efluxié multidroga. Alguns d’aquests elements
d’inserci6é tenen seqliencies promotores que poden augmentar I'expressié del gen d’efluxié. El
primer element d’insercio es va trobar insertat a acrR en un aillat clinic d’E.coli [130].

I. 3 MODELS ANIMALS

Pels resultats que es disposen fins al moment, la importancia de les infeccions ocasionades pel
tipus de soques de K. pneumoniae resistents radica en la seva repercussio a la practica clinica
degut a que es limiten molt les opcions terapéutiques. A més, l'aparicié6 d’aquestes soques
resistents suposa un augment del fracas dels tractaments, augmentant I'estancia hospitalaria i

el bloqueig de llits per nous pacients.

En aquest sentit, sén pocs els estudis clinics que avaluen els possibles tractaments
d’infeccions per K. pneumoniae productores de BLEEs [25, 33, 50, 139-141] i menys encara
quan es tracta d’una beta-lactamasa del tipus AmpC plasmidica [142-143] on la majoria dels
autors estarien d’acord que els antibiotics del grup dels carbapenems serien els que mostrarien
major eficacia in vitro perd sense que aixd s’hagi corroborat in vivo. Les dades de pacients
tractats amb cefalosporines de 42 generacidé (cefepime o cefpiroma) s6n més escasses [142,
144-145].

Com a primera aproximacié per demostrar la utilitat d’aquests antibiotics in vivo, els models
experimentals amb animals s6n una eina Util per realitzar els estudis d’eficacia terapeutica.
Poden ser dissenyats per assemblar-se al maxim a la infeccié que es produeix en humans,
presentant en aquest cas una série d’avantatges practics i cientifics sobre els estudis clinics,
que els fan altament recomanables per la investigaci6 de noves pautes terapéutiques.
Variables com l'estadi de la malaltia, la gravetat de les complicacions, I'heterogenicitat de la
poblacié i la farmacocinetica, que sén dificils de poder controlar en estudis clinics, poden

mantenir-se de manera constant i invariable en estudis del model animal.
El model animal es crea per la investigacié de la causa, la naturalesa i el tractament de les

malalties humanes i animals. Per coneixer quin és el millor model animal a utilitzar s’ha de

considerar quina sera la extrapolacié dels resultats que aquest model generara [146].
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Els objectius del models de patologia infecciosa son:
e Eina per millorar el coneixement de la fisiopatologia de les malalties infeccioses
e Prevencid i tractament amb antimicrobians
o Avaluacié de noves molécules antiinfeccioses
o Avaluaci6 de noves estratégies terapéutiques front microorganismes
multiresistents.

o Investigaci6é sobre noves vacunes

Aquests models animals han de ser models discriminadors, ideals per reproduir la infeccié de la
forma més similar. Han de tenir una técnica d’infeccié simple, amb una semblanca important al
procés que ocorre a I'ésser huma en gravetat, curs i duracié6 de la malaltia. Han de ser
previsibles, reproduibles i analitzables i finalment, han de ser capagos de mesurar i reproduir el

tractament antimicrobia.

S’han utilitzat diversos models d’infeccions a animals que han ajudat a entendre la
fisiopatologia de varies infeccions, bons exemples en s6n els models de pneumonia,
tuberculosi, infeccions per fongs, endocarditis, osteomielitis, infeccions sistémiques a
neutropenics, de SIDA, en I'estudi de vacunes i nous antirretrovirals i infeccions per anaerobis
entre d’altres [146-147].

L’4s d’antimicrobians en els animals d’experimentacié suposa un nexe d’'unié entre els resultats
in vitro i els resultats clinics. Aquest tipus d’experiments ens ajuden a identificar problemes
potencials de toxicitat, permetent coneixer les propietats farmacocinétiques dels antimicrobians,
les possibles vies d’administracio, dosis letals i també sén Utils per suggerir indicacions pels
futurs estudis clinics.

l. 3. 1 Farmacocineética

Un punt critic en aquest tipus d’experiments és la farmacocinética dels antibiotics, que influeix
en la resposta in vivo dels antimicrobians, i que per tant, s’han de tenir en compte les variacions
farmacocinetiques inter-espécie. En aquest sentit, hi ha dos grans grups de treballs d’eficacia
terapéutica: aquells que utilitzen una farmacocinética no humanitzada i que consisteixen en
donar dosis molt elevades per aconseguir temps de vida mitja semblants als regims humans,
perd que s’aparten dels regims de dosificacié humana; i aquells estudis que segueixen una
farmacocinetica humanitzada amb dosis semblants a les humanes. Els farmacs poden ser
administrats als animals a dosis que facin assolir les concentracions seriques similars a les
humanes, perd de forma invariable, sén eliminats més rapidament als animals que als humans.

Aixd pot corregir-se assolint el model de farmacocinética humanitzada, que pot aconseguir-se
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mitjancant diferents técniques com soén la dosificacié repetida fraccionada [148], la disminucio
de I'eliminacié del farmac mitjangant I'alteracié de la seva eliminacio biliar o renal, o la infusié
continua de I'antibiotic [148-149].

Alguns autors han optat per augmentar la concentracié de I'antibidtic en sérum mitjangant la
disminucié de la secrecio tubular de l'antibidtic aconseguit amb I'administracié conjunta de
I'antibiotic a estudiar i probenecid [150-151]. El probenecid és un agent oral uricosuric que
s'utilitza habitualment pel tractament de la hiperuricémia associada a la gota cronica o
secundaria altres causes. El probenecid es pot utilitzar també com a adjuvant a la terapia
antibiotica (per exemple amb penicil-lines, cefalosporines o carbapenems). Quan sén
necessaries altes concentracions d’antibidtic en teixit, el probenecid es pot administrar
juntament amb [lantibidtic per disminuir la secrecié tubular renal d’aquest, aconseguint
augmentar i prolongar les concentracions de I'antibidtic en sérum. Una interaccié semblant
passa quan s’administra el probenecid amb ciprofloxacina, salicilats, ganciclovir, cilastatina o
metotrexat, amb el risc d’arribar a nivells toxics d’aquests agents. El probenecid, inhibidor del
transport d’anions, augmenta la vida mitja d'imipenem i meropenem en un 30% o0 més, degut a
la inhibicié de la secrecié tubular d’aquests antibiotics, que s’eliminen quasi exclusivament pel
ronyé mitjancant la filtracié glomerular i la secreci6 [152]. D’altres, administrant a I'animal nitrat
d’uranil subcutani previ a I'inici del tractament antibiotic, aconseguint un dany renal adequat per
augmentar aixi la vida mitja de lantibiotic [145, 153-154]. Finalment, altres grups han
aconseguit la farmacocinética humanitzada administrant cisplati als seus animals
d’experimentacié durant 3 dies [155-157], abans de causar la infeccid, per produir 'adequat
dany renal. El cisplati (Cis-diamminedichloroplatinum) és una sal inorganica de plati que
s’utilitza com a quimioterapic en el tractament del cancer i es caracteritza per produir toxicitat
renal, reconeguda tant a animals d’experimentacié com a pacients tractats amb el farmac. Una
dosi d’aproximadament 8 mg/kg de cisplati causa alteracions morfoldgiques que afecten el tub
proximal, distal i tubs col-lectors, donant lloc a un a disfuncio renal cronica.

En el cas d'utilitzar la dosi repetida fraccionada cal congixer els parametres farmacocinétics a
'animal que ens permetin adequar linterval de dosificaci6 que es correspongui a quatre
vegades las vida mitja del farmac. En el cas concret de 'avaluacié del meropenem en un model
de ratoli o rata, s’ha de tenir en compte, que aquest antimicrobia és facilment hidrolitzat per una
dehidropeptidasa renal que no esta present a humans perd si en aquest tipus d’animals [158-
159], i que per tant la seva administracié ha d’anar sempre associada a la cilastatina.

Aquells que utilitzen la infusié continua, solen utilitzar animals grans com per exemple el conill.
L’animal pot estar anestesiat o bé conscient. Els fluxes d'infusi6 han d'estar dins els limits
fisiologics per I'espécie animal que s’empra. S'utilitza sobretot per tractar infeccions greus amb

betalactamics.
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I. 3. 2 Model de pneumonia experimental

S’han desenvolupat al llarg dels anys diferents models de pneumonia, entre aquests destaquen
els utilitzats per infeccions causades per Streptococcus pneumoniae, P. aeruginosa, K.
pneumoniae, E. cloacae, Legionella pneumophila, Acinetobacter baumanii, etc [148-149, 153,
160-163].

Els efectes dels tractaments experimentals en el models animals poden ajudar a la interpretacio
de l'eficacia dels diferents farmacs. Els resultats obtinguts d’aquests models animals poden
ajudar als dissenys de futurs protocols clinics.

Els objectius dels models de pneumonia experimental sén:

e Facilitar el coneixement de la patogénia de la malaltia, dels fenomens inflamatoris
causants de la lesi6 pulmonar i dels mecanismes de la insuficiencia respiratoria i
hipoxemia.

e Coneixer aspectes de les infeccions relacionades amb la fibrosi quistica i la MPOC.

e Coneixer I'eficacia dels diferents antimicrobians a pneumonies causades per diferents
microorganismes.

e Coneixer les caracteristiques farmacodinamiques relacionades amb [I'eficacia del

tractament.

Entre els estudis experimentals d’eficacia terapéutica aplicats a K. pneumoniae destaquen els
models de pneumonia en rates i ratolins immunocompetents, mitjancant incisi6é i inoculacio
directa intratraqueal de l'indcul bacteria en el cas de les rates i mitjangant canula intratraqueal
en els ratolins [153-154, 163-164] (Taula I. 4). Altres autors han utilitzat la intubacié de bronqui
per aconseguir una pneumonia unilateral [165-166]. L'inocul inclou tant soques sensibles de K.
pneumoniae, com resistents per produccié de BLEEs i del tipus AmpC. S’han comparat les
utilitats de piperacil-lina i piperacil-lina-tazobactam en uns estudis, i d’aminoglicosids i cefepime
associats 0 no en altres [155, 160].

Mimoz et al. [145, 153-154] van descriure un model d’eficacia terapéutica en rates amb
pneumonia per E. cloacae sensible i resistent a ceftazidima. Si bé aplicat a una altre
microorganisme de la familia dels enterobacteris, aquests estudis assagen [l'eficacia de
cefalosporines de 32 generacié, cefalosporines de 42 generacié (cefepime) i carbapenems
(imipenem i meropenem) o la seva combinacié amb aminoglicosids, en un model de pneumonia

en rata mitjangant farmacocinética humanitzada.
Més recentment, Pichardo et al. [142-143] han utilitzat un model de pneumonia per K.

pneumoniae productora de beta-lactamasa del tipus AmpC i amb alteracié de les porines per

avaluar l'eficacia terapéutica d’imipenem i cefepime. Utilitzen un model de pneumonia
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experimental en ratoli immunocompetent descrit préeviament, en el qual es canula la traquea per

la seva inoculacié (Taula I. 4).

I. 3. 3 Parametres d’avaluacio en els estudis d’eficacia terapeutica al model animal:

mortalitat, recomptes pulmonars, aparicié de mutants.

Per tal d’avaluar i comparar I'eficacia del tractament en aquests tipus d’estudis es defineixen
uns parametres essencials, que sén la mortalitat acumulada en els grups control i grups de
tractament i els recomptes de colonies obtingudes dels homogeneitzats pulmonars un cop
acabat I'experiment i després de 8 hores de la ultima dosi d’'antibiotic. El recompte pulmonar
s’expressa en logy, de les UFC obtingudes per gram de pulmd; és una mesura que s’utilitza de
forma estandarditzada que facilita la comparacié entre els diferents grups terapéutics estudiats
[148, 154, 160, 167].

A més, degut a la pressié antibidtica a que esta subjecte la soca en el teixit pulmonar de
'animal es podria pensar en I'aparicié de resisténcies durant el tractament de la pneumonia
amb antibiotics. L’'aparicié de resisténcies als betalactamics durant el tractament s’examina
sembrant 'homogeneitzat del pulmé afectat en plaques que continguin medi de cultiu adequat
amb una concentracié d’antibiotics quatre vegades la concentracié minima inhibitoria de les
soques corresponents als antibiodtics utilitzats. Es considera que han aparegut mutants de les
soques quan es visualitza creixement de les soques en les plaques amb antibidtic [153, 160].
Un dels inconvenients per la detecci6 de I'aparicié de mutants durant el tractament seria que la
densitat de bacteris que es troben en els pulmons dels animals tractats no fos suficientment
important com per poder detectar aquestes subpoblacions, ja que aquests mutants esta descrit
que apareguin en 1 de 10°-10° a les soques salvatges de K. pneumoniae que contenen beta-

lactamases del tipus AmpC [82].

36



BNUIIUOD QISNyU|
sopens|e

SISOp :BpeZIUBWNY ON

SepeuoIddRl) SISO
BpILWRS0J0|0I0
quwe gissaidnsounwiwj
epIWeS0}0|0I0
quwe gissaidnsounwiwij

sepeuolooel) SISoq

11e|/dsSIO quie [BUSI BIOUSIDINSU|

[luein

1eJlIU qWe [BUSJ BIDUBIOYNSU|

epeAs|o

BOIUN ISOP :BPEZJIUBWNY ON

VOILINIOOJVINHV A

[einbuoigopus Jo1e1e)

[eanbuJjeJiul 019B|INO0U|
sinbuo.q
B sul} Ja1eie) "elwoloanbel |
[eJ81E|IUN
eluownaud Inbuoiq ap giloegNU|
[eJa1E|IUN
eluownaud Inbuoiq ap giloegNIU|
[eanbeJesul gjnue)
[eanbeJesiul BnueD
e1binao

Jad [eanbesjesjul B1081p 010BINO0U|

[eanbesjenul gjnuen

QIOVINOONI
VINOWNINd 34 SNndllL

aejuownaud 'S

apjuownsud g

aejuownsud g

aejuownaud "y

aejuownaud "y

aejuownaud "y

aejuownaud -y

oror0[o Jsjoeqoisiuyg

aejuownaud "y

JINSINYOHOOHIIN

(U0

BB 9P ||IU0D

ejey

eley

eley

ljoreyd

llorey

ejey

ljoreyd

LVZ1I171LN TVININY

/8 18 Y104id

‘e Jo ajuod

& 1o BpeAeD

‘e 1o Biaquapunopp-ioxpeg

B 18 SIajelIyosS

‘e 18 op.Jeyold

/e 18 oqezg

‘e 1o ZowIp

‘e 18 J181uino

dndo

‘leluswiladxa eluQwNnaud ap Ss|opow Sjuslayip Op WNsal Bjne § °| ejne|






OBJECTIUS







Objectius

Objectius

Klebsiella pneumoniae és un patogen de gran importancia a nivell nosocomial, del qui en

coneixem varis mecanismes de resisténcia als antimicrobians.

A més de ser un dels microorganismes més freqientment associat a la infeccié nosocomial, el
seu interes ha augmentat recentment per la detecci6 de soques de K. pneumoniae
multirresistents. Els principals mecanismes de resisténcia coneguts estan basats en I'expressio
de beta-lactamases i en canvis de la permeabilitat que alteren la penetracié dels antibiotics i/o
la seva expulsio: porines i bombes d'efluxi6. Aquesta tesi preten estudiar els principals
mecanismes de resisténcia a K. pneumoniae, des de diferents punts de partida; els objectius
han estat:

e Detectar i caracteritzar varis aillats clinics de K. pneumoniae productors de beta-
lactamasa d’espectre estes tipus CTX-M-15 a Bosnia-Hercegovina.

e Avaluar l'efecte de les porines i les beta-lactamases del tipus AmpC en I'eficacia dels
betalactamics en un model de pneumonia en rata per K. pneumoniae.

e Estudiar quina és la contribucié de la bomba d’efluxié AcrAB de K. pneumoniae en la

resisténcia als antimicrobians i a la viruléncia.
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1. 1 OBJECTIUS

Fins ara, a Bosnia-Hercegovina només s’havia descrit la preséncia de beta-lactamases del
tipus SHV-5 a 14 soques de K. pneumoniae aillades a la comunitat, sense que se'n
coneguessin dades de soques de cap espécie productores de beta-lactamases del tipus CTX-
M, la més habitual a altres paisos d’Europa [168]. Degut a I'escassedat de dades sobre BLEE
provinents d’aquest pais, el principal objectiu d° aquest estudi va ser caracteritzar a nivell
molecular els aillats de K. pneumoniae productors de BLEE a I'hospital de referéncia de la
capital del pais.

Aquest objectiu general es va dividir amb els seglients objectius concrets:

e Analitzar la sensibilitat antibidtica de les soques de K. pneumoniae productores de
BLEE aillades a I'hospital de referencia de la capital de Bosnia-Hercegovina.

e Determinar el tipus de BLEE de cadascuna de les soques aillades.

e Caracteritzar molecular i epidemioldgicament les soques aillades.

¢ Investigar els mecanismes de transmissié de la resisténcia a les soques resistents.

e Analitzar I'expressio de les porines d’aquelles soques de K. pneumoniae amb valors de
CMI de cefoxitina >64.
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1.2 MATERIALS | METODES
Soques cliniques i determinacié de la sensibilitat antibiotica

Els aillats que es varen incloure a I'estudi corresponen a soques aillades de pacients adults
(només un aillament per pacient) que varen estar ingressats en el centre hospitalari de
referéncia de Sarajevo (Bosnia-Hercegovina), amb una capacitat de 1762 llits, durant el periode
inclos entre febrer i novembre de 2007 i que es varen infectar per K. pneumoniae productora de
BLEE.

La identificacié bacteriana i els examens de sensibilitat es varen realitzar inicialment amb el
sistema semi-automatitzat Vitek2 (bioMérieux). Addicionalment, la determinacié de les CMIs
d’alguns antibiotics es va realitzar per microdilucié o bé utilitzant les tires d’Etest (AB Biodisk),

seguint les instruccions i recomanacions del fabricant.

Per la deteccié de la produccié de BLEE es va utilitzar el DDST, utilitzant discs d’amoxicil-lina-
clavulanic, cefotaxima, ceftazidima, cefepime i aztreonam situats a 20 i/o0 30 mm de distancia
entre ells, seguint les recomanacions del CLSI [169]. Per la deteccio fenotipica de la presencia
de beta-lactamasa del tipus AmpC varem utilitzar discs d’acid boronic i cloxacil-lina com
inhibidors d’AmpC [170].

Tipatge molecular de les soques

La relaci6 clonal entre les diferents soques es va estudiar mitjangant I'analisi del seu ADN
cromosomic per electroforesi en camp polsant. Es van preparar blocs d’agarosa contenint
I’ADN cromosomic de cada soca tal i com es va descriure préviament [171]. Aquests blocs es
van digerir amb I'enzim Xbal i es van introduir dins els pouets d’'un gel d’agarosa Megabase a
I'1% (Bio-Rad). La separacié dels fragments d’ADN es va fer utilitzant I'aparell CHEF-DRIII (Bio-
Rad). Les condicions que vam utilitzar van ser: 6 V/cm? durant 20 h a 14°C, amb un pols inicial i
final de 2 s i 35 s, respectivament. Els gels es van tenyir amb bromur d’etidi i es van fotografiar.
Els resultats es van interpretar segons els criteris de Tenover et al. [172]. La comparaci6 dels
perfils de les soques i la realitzacié de dendrogrames es va fer mitjancant un analisi jerarquic
de conglomerats amb el métode no ponderat de grup, utilitzant vincles de terme mitja i el
coeficient de Dice per mesurar la distancia, i amb I'is del software PAST-Paleontological
Statistics v.1.29.
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Estudi i caracteritzacio de les beta-lactamases i els seus gens

Per determinar els punts isoeléctrics de les beta-lactamases es van aplicar els sobrenedants
dels extractes cel-lulars obtinguts per sonicacid, en gels Phast (Pharmacia AB) amb un gradient
de pH entre 3 i 9 i utilitzant el sistema Phast (Pharmacia AB). Com a controls es van incloure
varies beta-lactamases amb punts isoeléctrics coneguts (TEM-1, TEM-2, TEM-4, TEM-3, SHV-
1, CTX-M-10 i CTX-M-1). El gel es va tenyir amb nitrocefina 500 pg/ml (Oxoid) per tal

d’identificar les bandes corresponents a les beta-lactamases.

Per identificar les beta-lactamases es van amplificar els gens que codifiquen les beta-
lactamases del tipus TEM, SHV i CTX-M amb la técnica de la PCR i els encebadors i
condicions descrites previament [50, 173]. Les dues cadenes de cada producte de la PCR es
van sequenciar utilitzant el kit BigDye (PE-Applied Biosystems) i el seqienciador ABI Prism
3100 ADN (PE-Applied Biosystems).

Experiments de conjugacio i analisi de plasmidis

Els experiments de conjugacié es van dur a terme mitjangant el métode d’'uni6 en filtre entre els
aillats de K. pneumoniae productora de BLEE corresponents als diferents tipus de clons i un
mutant d’E. coli HB101 resistent a rifampicina com a receptor en una proporcié 1:1. Els
transconjugants es van seleccionar en plagues de Luria Bertani (LB) amb agar
complementades amb 100 mg/L de rifampicina i 2 mg/L de cefotaxima. Es va confirmar la
presencia de les beta-lactamases en els transconjugants amb la realitzaci6 del DDST,
amplificacié per PCR, seqlienciacié del gen de la BLEE corresponent i determinacié de les
CMls pel metode d’Etest als antibidtics betalactamics i no betalactamics (per determinar les co-
transferéncies amb les BLEE). Per I'andlisi dels plasmidis, es va obtenir TADN plasmidic dels
transconjugants utilitzant el kit Qiagen plasmid Midi (Qiagen) seguint les instruccions del
fabricant. Els plasmidis es van digerir amb EcoRl o BamHI i els fragments de restriccié

obtinguts es van separar per electroforesi en un gel d’agarosa a I'1 %.

Analisi de les proteines de membrana externa

Les cél-lules bacterianes es van lisar per sonicacio i les membranes cel-lulars es van recuperar
per ultracentrifugacié. Per obtenir les proteines de membrana externa es va realitzar un
tractament de les membranes cel-lulars amb sarcosinat lauril de sodi (Sigma) i es varen
precipitar per ultracentrifugacié [174]. Les proteines de membrana externa es varen separar per
electroforesi en gels de poliacrilamida amb dodecil sulfat-sodic realitzat amb 11% acrilamida-
0,35% bisacrilamida-0,1% dodecil sulfat-sodic (Sigma) i utilitzant el tampé de Laemmli i la tinci6

de blau Coomassie. La identificaci6 de les porines es va realitzar per la técnica de la
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transferencia Western amb els tampons i les condicions descrites anteriorment per Hernandez-
Allés et al. [174]. Per aixd es varen transferir els gels d’acrilamida a filtres Immobilon-P
(Millipore), els filtres es van bloquejar amb albiumina sérica bovina a I'1% en tampd fosfat sali
(PBS). Després de 3 rentats amb PBS, els filires s’'incubaren seqiencialment amb sérum anti-
OmpK36 diluit 1:100 i amb immunoglobulina G anti-conill marcada amb fosfatasa alcalina
obtinguda a partir de cabra. Finalment els filtres es varen revelar amb Nitro Blue Tetrazolium i
5-Bromo-4-Cloro-Indolilfosfat (NBT i BCIP, Sigma).
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1. 3 RESULTATS

A l'any 2007 la prevalenga de microorganismes productors de BLEE a I'hospital de referéncia
de Sarajevo va ser de 19,6%; essent K. pneumoniae I'espécie més prevalent de
microorganismes productors de BLEE en aquell centre (88,8%). De fet, el 68,8% de les soques
de K. pneumoniae aillades eren productores de BLEE.

Tots els aillats de K. pneumoniae productors de BLEE obtinguts dels diferents pacients adults
admesos a I'hospital de Sarajevo entre febrer i novembre de 2007 es varen guardar i
posteriorment es van analitzar i caracteritzar molecularment per PFGE. Tot eren soques
hospitalaries, no es van incloure duplicats i es va escollir a I'atzar un aillat de cada pacient. Els
perfils representatius d’aquests aillats (n=57) estan representats a la Figura 1. 1. Es van
identificar 4 clons designats amb les lletres: A, B, C i D. Els clons més prevalents varen ser I'A i
el B amb 35 i 17 aillats, respectivament. En conjunt, aquests dos clons van representar un
91,2% del total d’aillats.

35
" '.’.‘
Figura 1. 1 Dendrograma realitzat a partir de les bandes
dels clons representatius de les soques de K. pneumoniae
productora de BLEE obtinguts per PFGE després de la
digesti6 de 'ADN cromosdmic amb Xbal. Les lletres en
majuscula que hi ha sota cada carrer es refereixen als
clons obtinguts per electroforesi en camp polsant, i els
A

nuameros de damunt cada carrer representen el nombre

g

d’aillats de cada clon. Els marcadors de pes molecular (en
kilobases) estan indicats a I'esquerre.

Similitud (%)

8 8 8 2 X 8 8 8

0 6 12 18 24 30 36 42 48

Similitud (%)

El primer aillat clonal productor de BLEE es va registrar el febrer i pertany al clon B. Les soques
d’ambdds clons majoritaris (A i B) es van anar aillant al llarg de tot I'any, assolint maxims a

'agost i febrer, respectivament. Les soques es van aillar de mostres d’'orina (30 en elclon Ai 8

49



Capitol 1

del B), de sang (4 del clon A i 5 del B), de frotis de ferida (1 clon A i 1 del B) i també, es van
aillar 3 soques del clon B provinents de mostres respiratories. Tant les soques del clon A com
del B es varen aillar a diferents unitats de I'hospital, fins a 7 unitats diferents.

Tots els aillats d’adults presentaren el mateix patré de multiresisténcia mostrant, a part de la
resisténcia a penicil-lines i cefalosporines propia de la BLEE, resisténcia creuada a quinolones,

gentamicina, tobramicina i cotrimoxazol. Tots varen ser sensibles a l'imipenem.

Per tal d’identificar els tipus de BLEE es va amplificar 'ADN present en els aillats de K.
pneumoniae utilitzant els encebadors especifics descrits préviament [50, 173]. Els productes de
la PCR es varen seqlenciar i varen confirmar la preséncia de TEM-1, SHV-1 i CTX-M-15 en
tots els aillats independentment del tipus de clon que representaven. Aquests resultats també
es varen comprovar mitjangant la determinacié dels punts isoeléctrics de dos representants de
cada clon; en aquestes soques varen apareixer tres bandes de beta-lactamasa amb punts
isoelectrics de 5,4, 7,6 i 8,6 corresponents a TEM-1, SHV-1 i CTX-M-15, respectivament.

També varem investigar la possibilitat de que el fenotip de resisténcia que mostraven tots els
aillats fos degut a la transferéncia d’'un Unic plasmidi que codificava les beta-lactamases. La
localitzacio de les beta-lactamases en un plasmidi es va demostrar a través d’experiments de
conjugacio. L’ADN plasmidic de dues soques de cada clon elegides a I'atzar es va transferir a
E. coli. Els transconjugants obtinguts, crescuts en plaques de LB complementades amb
cefotaxima 2 mg/L, es varen comprovar pel DDST, amplificacié de la PCR i seqiienciacié6 amb
els encebadors corresponents.

Les CMIs de les soques d’E. coli transconjugants es mostren a la Taula 1. 1. Es pot observar
que a part del patr6 de resisténcia tipic de la BLEE també mostraven resisténcia a gentamicina
i tobramicina, suggerint que la resisténcia a aminoglicosids es transmetia en el mateix plasmidi.
L’analisi de la PCR i la seqiienciacié dels plasmidis transconjugats varen mostrar que el gen de
TEM-1 es transmetia amb el gen de CTX-M-15 a tots els aillats, independentment del tipus de

clon.

L’analisi de I'ADN plasmidic va mostrar que els transconjugants que provenien d’aillats clinics
que pertanyien al mateix clon contenien el mateix plasmidi. Tot i que, els plasmidis eren
diferents entre tranconjugants que provenien daillats de diferent clon. Es va fer una
aproximacié de la mida dels plasmidis utilitzant els enzims de restriccié EcoRl i BamHI; la mida
oscil-lava entre 50 i 100 kilobases per a tots els clons.
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Tres aillats inclosos dins el clon A varen ser resistents a la cefoxitina, amb un valor de CMI
>128 mg/L. Per investigar si la resisténcia a cefoxitina era deguda a alteracions en la
permeabilitat de la membrana externa, es varen analitzar les proteines de membrana externa
d’aquestes soques resistents i es varen comparar amb les d’'una soca sensible del mateix grup
(Figura 1. 2. A). A l'aillament sensible, I'andlisi per gels de poliacrilamida amb dodecil sulfat-
sodic de les proteines va detectar I'expressi6 de les dues proteines majoritaries
d’aproximadament 33-kDa i 36-kDa en linterval de 31-45-kDa i que corresponen a OmpA i
OmpK36, respectivament. De la mateixa manera, en un aillament resistent es va detectar
I'expressié de les mateixes proteines pero als altres aillaments resistents es va observar una
reducci6 o abséncia completa de I'expressié de la proteina de 36 kDa, OmpK36. Es important
destacar que els dos aillaments amb alteracions a I'expressio de OmpK36 varen ser també
resistents a ertapenem.

L’analisi de les proteines de membrana externa amb la técnica de Western blot utilitzant
anticossos especifics contra la porina OmpK36 va confirmar que la proteina de 36-kDa
s’expressava en laillat sensible a cefoxitina i als dos aillats resistents, es va comprovar

I'abséncia o I'expressi6 reduida de la porina OmpK36 (Figura 1. 2. B).

A

: OmpK36
' “-" - B ::om::A

* wbeti .2 <_OmpK36

Figura 1. 2 Analisi en gels de poliacrilamida amb dodecil sulfat-sodic (A) i Western blot amb
sérum anti-ompK36 (B) de les proteines de la membrana externa de K. pneumoniae sensible a
cefoxitina (carrer 1), i de les respectives mutants seleccionades in vivo (carrers 2, 3 i 4). Les
bandes que corresponen a OmpK36 i OmpA estan indicades amb fletxes a la dreta dels
panells. Només es mostren les parts rellevants del gel i Western blot.
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1. 4 DISCUSSIO

La disseminacié de K. pneumoniae productora de BLEE en el marc hospitalari és una amenaca
important amb conseqiencies a nivell terapéutic i epidemiologic, sobretot quan afecta a unitats
on es tracten pacients critics. Actualment, CTX-M-2, CTX-M-3, CTX-M-14 i CTX-M-15 s6n els
tipus de CTX-M més estesos en els paisos europeus. Ara bé, les dades de qué disposem fins

ara sobre I'epidemiologia de les BLEE a Bosnia-Hercegovina sén escasses.

En aquest treball documentem per primera vegada la preséncia d’aillats de K. pneumoniae
productors de CTX-M-15 en un dels hospitals més importants del pais. La majoria dels aillats
productors de CTX-M-15 pertanyien a dos clons predominants, indicant que, almenys en part,
la disseminacié de CTX-M-15 pels diferents serveis de I'hospital va ser deguda a la propagacio
d’aquests clons. No obstant, també demostrem que a ambdés clons els gens de CTX-M-15 es
trobaven codificats en plasmidis llargs i transferibles, que podrien haver contribuit en la situacié

endemica que presenta I'hospital.

A més, TEM-1 i els gens de resisténcia a aminoglicdsids es van transferir juntament amb els de
CTX-M-15. Aquest fet ha estat descrit préviament en diverses ocasions; la caracteritzacio
molecular dels plasmidis que codifiquen CTX-M-15 de soques d’E. coli implicades en brots
epidémics a diferents paisos ha demostrat que aquests plasmidis contenien altres gens de
resisténcia antibiotica, com ara blagxa.1, blarem-1, tetA, aac(6’)-1b-cr, i aac(3)-11 ([175-177].

Degut a que normalment no es produeix hidrolisi de la cefoxitina per la BLEE, la cefoxitina pot
ser una alternativa terapéutica pel tractament de les infeccions greus adquirides a I'hospital
causades per K. pneumoniae multiresistent, productora de BLEE com les que es descriuen en
aquest treball, tot i que actualment, no es pot garantir la sensibilitat a aquest antibiotic en
aquest tipus de soques. De fet, el nombre de treballs on es descriu el desenvolupament de
resisténcia a la cefoxitina en soques productores de BLEE deguda a la seleccié de mutants
amb una reduccié de la permeabilitat a aquests antibidtics esta augmentant [87]. Treballs
anteriors han mostrat que I'expressié de les dues porines majors, OmpK35 i OmpK36, juguen
un paper important en la sensibilitat a la cefoxitina i que mutants que no expressen o tenen una
expressio reduida d’aquestes dues proteines de membrana mostren una sensibilitat disminuida
a aquest antibiotic. A I'estudi documentem i caracteritzem per primera vegada I'aparicié de
resisténcia in vivo a la cefoxitina en aillats de K. pneumoniae productors de CTX-M-15 degut a
la seleccié de mutacions encapgalades per la pérdua d’expressid de porines. Com passa
freqientment als aillats clinics de K. pneumoniae productora de BLEE [174], les soques
estudiades en aquest treball no expressaven OmpK35, afavorint el desenvolupament de
resisténcia a la cefoxitina degut a la inactivaci6 d'OmpK36. En concret, de les soques de K.
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pneumoniae productora de CTX-M-15 varen ser 3 de les 36 que pertanyien al clon A (8,3%)
que varen desenvolupar resisténcia a la cefoxitina a les mostres cliniques. Dues d’elles eren
deficients en I'expressi6 d’'OmpK36, pero l'altra no mostrava cap alteracid en I'expressio
d’aquesta porina suggerint que un altre mecanisme de resisténcia havia estat involucrat en
aquest fenotip de resisténcia. El test fenotipic amb discs d’acid boronic i cloxacil-lina va
descartar la presencia de beta-lactamases del tipus AmpC (no es mostren les dades), aixo ens
va fer pensar en la possibilitat de que la resisténcia a la cefoxitina fos deguda a mutacions en

I'estructura del porus de la porina [178] o bé a I'expressié d’'una bomba d’efluxié [179].

En resum, en aquest primer capitol s’ha descrit, per primera vegada a Bosnia-Hercegovina,
I'aparici6 d’aillaments de K. pneumoniae productors de la beta-lactamasa de tipus CTX-M15 i
s’han caracteritzat el mecanismes responsables de la resisténcia a cefoxitina a dos d’aquests
aillats clinics.
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2.1 OBJECTIUS

Pels resultats de que es disposen fins al moment, la importancia de les infeccions causades per
soques de K. pneumoniae multirresistents radica en la limitaci6é terapéutica durant la practica
clinica. En el cas de les soques productores de beta-lactamases del tipus AmpC amb
alteracions de les porines les opcions quedarien limitades, segons resultats in vitro, a
cefalosporines de 42 generacid i carbapenems, perd es requereixen d’estudis experimentals in
vivo que corroborin aquests resultats. S6n pocs els estudis que avaluen en humans el
tractament de les infeccions per K. pneumoniae productores de BLEE [25, 50, 139] i menys
quan es tracta d’AmpC plasmidica [142-143], tot i que la majoria semblen suggerir que els
carbapenems serien els antimicrobians que mostren sensibilitat in vitro i s’associen a una
menor mortalitat. S6n encara més escasses les dades de pacients tractats amb cefepime o
cefpiroma.

L’objectiu general d’aquest capitol de la tesi ha estat avaluar I'eficacia antibidtica de cefepime,

imipenem i meropenem en un model d’infeccio in vivo per K. pneumoniae resistent.

Aquest objectiu general s’ha dividit amb els segiients objectius concrets:

e Construir mutants isogenics de K. pneumoniae amb mecanismes de resistencia
concurrents: expressié de beta-lactamasa tipus AmpC i alteracions a I'expressié de les
porines.

e Caracteritzar les soques a estudiar, determinant la CMI de cefepime, imipenem i
meropenem de les soques de K. pneumoniae que expressen beta-lactamases tipus AmpC
amb/sense alteracions a I'expressi6 de les porines.

e Determinar les constants farmacocinétiques pels antimicrobians cefepime, imipenem i
meropenem administrats als animals d’experimentacié per tal de definir la farmacocinetica
humanitzada.

e Estandarditzar el model de pneumonia experimental en rata, produit per soques
isogeniques de K. pneumoniae resistents. Avaluar la possibilitat d’utilitzar un model de
pneumonia amb rata afectada d’insuficiencia renal.

e Estudiar l'eficacia terapeutica de cefepime, imipenem i meropenem en el model de
pneumonia en rata per cadascuna de les soques de K. pneumoniae resistents, administrats
a dosis i intervals de temps establerts segons estudis de farmacocinética, en comparacié
amb un grup control sense tractament.

e Determinar de la freqliéncia d’aparicié6 in vivo de mutants resistents, als antibiotics

estudiats, durant el tractament.
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2.2 MATERIALS | METODES

Microorganismes

La soca de K. pneumoniae 52145 és un aillat clinic amb fenotip capsulat (serotip K2) i virulent,
descrit anteriorment [180]. La soca K. pneumoniae 12 és una soca derivada de K. pneumoniae
52145 que conté un plasmidi codificant del gen ampC ACT-1. El plasmidi que codifica ACT-1 es
va introduir a K. pneumoniae 52145 per conjugacié amb K. pneumoniae C2 (pMG246), que
conté el plasmidi pMG246 codificant pel gen ampC. La soca K. pneumoniae dp és un mutant
espontani deficient en porines, derivat de la soca K. pneumoniae 52145 i obtinguda mitjancant
el plaqueig i cultiu durant 24 hores de K. pneumoniae 52145 en caldo de LB enriquit amb
cefoxitina a 64 mg/ml, una concentracié 32 vegades superior a la CMI de cefoxitina per a K.
pneumoniae 52145. La soca K. pneumoniae 12dp és la soca deficient en porines i que
expressa ACT-1 derivada de K. pneumoniae 52145. Aquesta es va obtenir conjugant la soca K.

pneumoniae C2 (pMG246) amb la soca deficient en porines K. pneumoniae dp.

L’expressié de la beta-lactamasa AmpC a ambdues soques K. pneumoniae 12 o K.
pneumoniae 12dp es va comprovar amb la hidrolisi de nitrocefina, tenint en compte que la soca
original K. pneumoniae 52145 no expressava la beta-lactamasa cromosomica.

El deficit de I'expressio de les porines OmpK35 i OmpK36 es va comprovar mitjancant aillament
de les proteines de membrana externa seguint el protocol préviament descrit pel nostre grup i
separacié de les proteines per electroforesis en gels de poliacrilamida que contenien
dodecilsulfat sodic. Posteriorment les porines varen ser identificades per analisi per Western
blot amb anticossos especifics contra les porines OmpK36 i OmpK35 descrits anteriorment [78].

Medis de cultiu

Les soques es varen créixer en caldo Luria Bertani (Scharlau). Pels estudis d’eficacia
terapéutica es va utilitzar agar Mac Conkey (BioMérieux) i per les proves de sensibilitat a
antibiotics es va utilitzar medi de Mueller Hinton complementat amb cations Ca®" i Mg®*
(BioMérieux). Pels creixements en placa, els medis es van solidificar amb 1,5% d’agar (ADSA
Micro). Quan va ser necessari es varen afegir els antibidtics corresponents a les
concentracions indicades en cada cas (meropenem, imipenem i cefepime a concetracions 4

vegades les CMlIs corresponents a cada soca)

Pels estudis de farmacocinética, els medis utilitzats a la técnica de bioassaig varen ser medi

antibidtic nam. 5 per I'imipenem i meropenem i el num. 1 pel cefepime (Scharlau).
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Estudis de sensibilitat

La CMI dels diferents agents antimicrobians es va determinar mitjancant el métode d’Etest (AB
Biodisk) en agar Mueller Hinton i d’acord amb les instruccions del fabricant. Per determinar els
valors de les CMIs d’'imipenem, meropenem, ertapenem i cefepime les plagues es varen
incubar a 35°C durant 18 hores. L’imipenem-cilastatina, cilastatina i ertapenem varen ser
subministrats per Merck Sharp & Dohme-Chibret, el meropenem per Astra Zeneca Pharma i el
cefepime per Bristol-Myers Squibb. La substancia pura de cadascun es va diluir amb serum
fisioldgic (meropenem i imipenem) i Ringer lactat (cefepime) abans de cada experiment amb
animals, d’acord amb les instruccions del fabricant.

Estudis amb animals

Animals

Els estudis de DLs, es varen realitzar amb ratolins mascles de la raga ICR (CD-1) de pes entre
20-25 g. El model experimental i els estudis de farmacocinética es van realitzar amb rates
mascles de la raga Wistar, de pes entre 200-250 g. Tots els animals provenien de Harlan
Ibérica S.L., eren lliures de patdgens i varen ser transportats al laboratori amb filtres HEPA. Es
varen mantenir en observacié durant una setmana per assegurar que no presentaven cap
patologia. L'estabulari on s’allotjaven mantenia un cicle de llum i obscuritat constant, mantenint

el ritme circadia dels animals. Se’ls va subministrar aigua i menjar ad libitum.

Determinacio de la dosi letal 50

La DLsy de les soques es va determinar utilitzant concentracions diferents de cada soca
crescuda fins a la fase exponencial. Es feren 4 grups de 10 ratolins per cada concentracio i es
varen inocular intraperitonealment 50 ul del microorganisme. Els ratolins es varen controlar
diariament durant 7 dies consecutius després de la infeccid per determinar el nombre de

supervivents.

Estudis de farmacocinética

Degut a que la farmacocinética dels antibiotics influeix a la resposta in vivo dels antimicrobians i
donat que varia en funcié de I'animal d’experimentaci6 utilitzat, es varen realitzar estudis de
farmacocinéetica per coneéixer les dosis que s’havien d’administrar als animals per assolir la
concentraci6 maxima sérica similar a la que s’obté en humans a les dosis utilitzades
habitualment. De la mateixa manera, varem calcular els parametres farmacocinétics a I'animal
que varen permetre adequar l'interval de dosificacié que es corresponia a quatre vegades la

vida mitja del farmac.
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Es van fer estudis de farmacocinetica utilitzant farmacs que augmenten la vida mitja dels
antibiotics en sérum, per tal d’optimitzar els intervals de dosificacid, intentant aixi, disminuir la
rapidesa en qué aquests antibiotics s’eliminen a I'animal d’experimentacié i en concret a la rata,
que era el nostre cas. Per aix0, es va utilitzar cisplati a una dosi de 8 mg/Kg, administrat
intraperitonealment una vegada durant els tres dies previs al comengament de I'experiment.
Calculant al final de I'experiment els parametres farmacocinétics corresponents i també

determinant el valor de la creatinina per valorar el dany renal ocasionat.

També, es van fer estudis de farmacocinética administrant alhora I'antibiotic amb el probenecid,
per aconseguir un augment de la vida mitja de I'antibidtic en sérum i un augment de I'area sota
la corba. El probenecid (dissolt en HCO3zNa® 0,5N) [150-151] es va administrar de forma
subcutania a una dosi de 50 mg/Kg/dia.

Per la determinacié dels parametres farmacocinétics es va utilitzar el mateix metode pels tres

casos estudiats; sense tractament adjuvant, amb cisplati i amb probenecid.

Les concentracions seriques es van determinar després de I'administracié intraperitoneal d’'una
dosi Unica de 40 mg/Kg d'imipenem i meropenem i 60 mg/Kg de cefepime als 15, 30, 60 i 90
minuts després de I'administracié dels antimicrobians. Les concentracions d’'antibidtic en sang
es van determinar per métode de bioassaig en disc placa [181-182]. El microorganisme utilitzat
pel bioassaig va ser Bacillus subtilis ATCC 6633 pel meropenem i imipenem i E. coli ATCC
25922 pel cefepime. Es varen utilitzar els medis corresponents per cada antibidtic abans
esmentats i s'utilitzaren discs de paper de 6 mm (Difco Laboratories) saturats amb diferents
concentracions d’antibidtic amb un volum de 20 pl. Els discs es col-locaren a les plaques amb
el medi corresponent i préviament inoculades amb una suspensié 0,5 McFarland dels
microorganismes de referéncia. Les plaques s’incubaren a 37°C durant 24 hores i es
mesuraren els halos d’inhibici6. Les corbes estandard es van establir amb les solucions
d’antibiotics en tamp6 fosfat des de 1,5 fins a 12 mg/l. La linealitat de les corbes estandard
utilitzada en els estudis de bioassaig en placa va ser de com a minim 0,9 (R). Les
concentracions en serum del meropenem, imipenem i cefepime es van obtenir a través de les
corbes estandard. L’experiment es va repetir 3 vegades per disminuir la magnitud de la
variabilitat que en resulta dels experiments realitzats en diferents moments. Degut a que les
rates produeixen I'enzim dehidropeptidasa capa¢ d’hidrolitzar el meropenem, es va administrar
cilastatina (1:1) [158] juntament amb el meropenem.

L’estimaci6 de la concentracié maxima de I'antibiotic en serum (C,ax €n mg/l), i la vida mitja (¢

en h) es varen calcular mitjangant una analisi de regressioé lineal de la corba de concentracions

d’antibiotic en sérum respecte el temps en base a un model obert monocompartimental.
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També es va calcular el temps en que les concentracions en sérum es mantenien per damunt
de la CMI, que es va extrapolar de la linia de regressié utilitzant una CMI obtinguda d’un indcul
de 10° UFC/m.

Model de pneumonia a rata

El model de pneumonia per K. pneumoniae en rates es va realitzar segons el model descrit per
Mimoz et al[145, 153-154, 167]. Les rates varen ser anestesiades intramuscularment amb
ketamina (Pfizer) (100 mg/Kg de pes) i xilazene (Sigma-Aldrich) (10 mg/Kg de pes). De forma
aseptica i mitjangant una incisié a la linia mitja del coll es visualitzava i separava la traquea dels
diferents plans per tal de poder inocular entre els dos cartilags 200 pl de la suspensio
bacteriana. La preparaci6 de la suspensié bacteriana es va realitzar immediatament abans de
la inoculacié mitjangant el creixement en fase exponencial de les soques en caldo LB. Una
vegada obtingut el creixement exponencial es va centrifugar i es va resuspendre amb solucié
salina 0,9% complementada amb 0.5% d’agar (Oxoid SA) per I'obtenci6 d’'una concentracio
final d’ aproximadament 10°-10” UFC.

Una vegada inoculada la suspensi6 bacteriana, es mantenia I'animal en posici6 vertical de 35 a
40 segons per assegurar que I'inocul hagués penetrat als pulmons abans de continuar amb la
sutura quirdrgica. Es van inocular vint rates amb cada soca per estandarditzar la pneumonia
bilateral. El sacrifici dels animals es va realitzar després de 3 dies de la inoculacié i es van
cultivar els pulmons quantitativament per contar i comprovar la persisténcia de I'expressié de
ACT-1 i/o la presencia de porines dels aillats obtinguts dels pulmons.

Per comprovar la presencia de pneumonia, es va separar una part del pulmé de les rates i es
va fixar en 10 volums de formol al 10%. Les seccions de teixit es van tenyir amb hematoxilina-
eosina i es van examinar microscopicament pel patdleg per comprovar la preséncia de
pneumonia [183].

Estudis d’eficacia terapeéeutica

En aquests estudis les soques K. pneumoniae 12 i K. pneumoniae 12dp es van estudiar per
separat i per triplicat. Un total de 79 i 68 rates es van infectar amb les soques K. pneumoniae
12 i K. pneumoniae 12dp respectivament, distribuides en 3 grups de tractament. Cada
experiment va incloure 3 rates control (total de 9 per cada soca). Els grups de tractament rebien
injeccions intraperitoneals o bé d'imipenem-cilastatina (40 mg/Kg/2h), o meropenem-cilastatina
(40 mg/Kg/2h), o cefepime (60 mg/Kg/4h).

El tractament es va comencar 4 hores després de la inoculacié bacteriana i la durada del

tractament va ser de 3 dies. El sacrifici dels animals es va realitzar 8 hores després de la Ultima

dosi antibiotica.
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Els pulmons es varen extreure asepticament, es varen pesar, homogeneitzar i sembrar en agar
Mac Conkey. Després de 24 hores d’incubacié a 37°C, es va contar el nombre de bacteris
viables. Els resultats dels cultius quantitatius es varen expressar en log;, UFC/g de teixit
pulmonar. El valor limit de detecci6 va ser de 4 UFC. També es va realitzar un registre de la

supervivéencia als 3 dies.

A més, el patoleg, sense coneixer-ne la procedencia, va examinar un total de 24 blocs de teixit
pulmonar incloent diferents grups terapeutics i controls, aixi com esta descrit a l'apartat

d’estandarditzacié del model de pneumonia.

Determinacio de I’aparicié de mutants durant el tractament antibiotic

L’aparicié de resisténcies durant el tractament amb betalactamics es va comprovar després de
cada experiment. Per tal de detectar-ho es varen sembrar 400 pul de ’homogeneitzat de teixit
pulmonar en agar Mac Conkey que contenia una concentracié d’antibiotic 4 vegades superior a

la CMI corresponent d’imipenem, meropenem o cefepime (ug/ml) per les dues soques.

Després d’incubar les plaques 24 hores a 37°C, es definia I'aparicié d’una soca/es resistent

com el creixement d’almenys una colonia de K. pneumoniae .

Analisi estadistic

La comparaci6 entre els diferents grups de tractament i els controls es va realitzar comparant
les medianes de recomptes pulmonars (log;, UFC/g de teixit pulmonar) mitjangant I'analisi no
paramétric de la variancia (test de Kruskal-Walis). Quan el valor d’aquest test va ser
estadisticament significatiu, cada grup de tractament es va comparar amb el grup control i la
resta de grups mitjangant el test de la U de Mann-Whitney. En tots els casos es considera
significatiu un valor de P <0.05. Quan no es va detectar creixement es va utilitzar pels analisis
estadistics, el valor limit de detecci6. Per la realitzacié dels tests estadistics varem utilitzar el
programa SPSS 8.0 (SPSS Inc.).
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2. 3 RESULTATS

Resultats in vitro

Segons les categories estiarditzades pel CLSI d’interpretacié de les CMls, les soques de K.
pneumoniae 12 i K. pneumoniae 12dp, portadores del plasmidi que conté la beta-lactamasa del
tipus AmpC ACT-1, varen ser resistents a I'ampicil-lina, amoxicil-lina + acid clavulanic,
cefoxitina, cefotaxima i ceftazidima, en comparacié amb la soca original de K. pneumoniae
52145 que va ser sensible a tots els antimicrobians anteriors. La soca K. pneumoniae dp,
mancada de les principals porines (OmpK35 i OmpK36), va ser resistent a cefazolina,
cefuroxima i cefoxitina.

Els resultats de les CMIs d'imipenem, meropenem, ertapenem i cefepime de la soca original de
K. pneumoniae 52145 i de les seves derivades estan indicades a la Taula 2. 1.

Les soques K. pneumoniae 52145, dp i 12 varen ser sensibles a cefepime i a tots els
carbapenems testats. La soca K. pneumoniae 12dp, mancada de porines, va presentar unes
CMIs més elevades. En aquesta soca la deficiéncia de les principals porines va augmentar les
CMIs dimipenem, ertapenem, meropenem i cefepime, fins a 64, 32 i 8 vegades,
respectivament.

Es va descartar l'opcié d'utilitzar I'ertapenem com a possible tractament en aquest tipus
d’infeccié perque en valorar les seves CMIs per aquestes soques, ens aportava menys que els

altres dos carbapenems.

Taula 2. 1. Sensibilitat in vitro de K. pneumoniae 52145 i les soques derivades dp, 12 i 12dp.

CMI (ng/ml)
imipenem meropenem  ertapenem cefepime
Soques
(<4/8/>16)® (<4/8/>16)% (<2/4/>8)% (<8/16/=32)%

K. pneumoniae 52145 0,25 0,03 <0,03 0,03

K. pneumoniae dp 1 0,03 <0,03 0,3

K. pneumoniae 12 0,25 <0,03 <0,25 0,25

K. pneumoniae 12dp 16 8 >16 2

® Punts de tall establerts pel CLSI de les CMIs pel grup Enterobactericeae segons les

categories d’interpretacié Sensible/ Entremig/ Resistent [169].
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Model de pneumonia

Per tal de comparar els tractaments i d’estandarditzar I'inocul per aconseguir una pneumaonia
bilateral es van realitzar estudis previs per assegurar el millor indcul per cada soca. Va ser
necessari provar diferents inoculs per tal d'obtenir similars recomptes bacterians als teixits
pulmonars amb les diferents soques donat que presentaven lleugeres diferencies en la DLgy (10
UFC per les soques 52145 i 12 i 100 UFC per les soques dp i 12dp deficient en porines) . Es va
aconseguir una pneumonia bilateral amb importants signes de pneumonia caracteritzats per
abundants infiltrats de cel-lules polimorfonucleades, vasculitis i edema a tots els animals amb
uns indculs de 10° UFC de K. pneumoniae 12 i 10’ UFC per K. pneumoniae 12dp,
respectivament. Aquests signes importants de pneumonia es poden observar a la Figura 2. 1
que corresponen a pulmons obtinguts de rates infectades amb les soques K. pneumoniae 12
(panell A) i 12dp (panell B).

Figura 2. 1 Histopatologia dels pulmons de rata infectats per K. pneumoniae. La figura mostra
la tincié6 amb hematoxilina-eosina de les seccions de pulmé infectat amb la soca K. pneumoniae

12 (A) o el mutant sense porines 12dp derivat d’aquesta (B).

Resultats de farmacocineética

Els resultats dels parametres farmacocinétics estan resumits a la Taula 2. 2. D’acord amb
aquests resultats es va establir I'administracié de meropenem i d'imipenem de 40 mg/Kg cada

dues hores i pel cefepime 60 mg/Kg cada quatre hores.

Els resultats dels parametres farmacocinétics realitzats amb cisplati i probenecid varen
demostrar una alta toxicitat en el cas del cisplati i un allargament insuficient de la vida mitja dels
antibiotics a avaluar en el cas de I'administracié conjunta de I'antibiotic amb el probenecid. Els
resultats de farmacocinética obtinguts després de I'administracié de 8mg/Kg de cisplati 3 dies
abans de la determinacié varen mostrar un augment evident de la vida mitja de I'antibiotic en

serum, pero I'estat general en qué es trobava I'animal d’experimentacio alhora de I'inici de la
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infeccié era forca deteriorat. Tot i que els valors de creatinina dels animals eren compatibles
amb els descrits en una insuficiéncia renal moderada (valors entre 2,9-3,7mg/dl), varem
considerar que l'estat de I'animal previ a la infeccié pulmonar era un factor important a tenir en
compte. L’estat general previ a la infeccié podia alterar els resultats dels experiments afectant
sobretot la recuperacié després de I'anestésia, la infeccid, el recompte pulmonar i la mortalitat
acumulada.

El cas dels resultats obtinguts en els estudis dels parametres farmacocinétics realitzats
conjuntament amb l'antibiotic a estudiar i el probenecid va ser diferent. Varem desestimar
I'opci6é perqué 'augment de la vida mitja que obtinguérem amb I'administracié conjunta amb
probenecid no era la mateixa per tots tres antibidtics, mostrava forgca variabilitat entre
experiments i entre animals i 'augment obtingut oscil-lava entre 10-20%. Per tant, 'augment
obtingut a la vida mitja no suposava un gran canvi en els intervals de dosificacié i si que

augmentava les possibles interferencies.

Taula 2. 2 Parametres farmacocinétics dels antibiotics obtinguts en un model animal amb les

soques K. pneumoniae 12 i 12dp.

tiea
Dosi Chmax t1/2 2 T>CMI (h)
Tractament humans
(mg/Kg)  (mg/l) (h)

(h) Soca 12 Soca 12dp
Imipenem 40 49,65 0,52 1 1,4 1
Meropenem 40 63,77 0,52 1 1,4 1,2
Cefepime 60 209,2 1,1 2 2,5 2,4

Cmax: concentracid maxima; fi: vida mitja; T>CMI: temps durant el qual la concentracio

d’antibiotic esta per damunt de la CMIL.

Eficacia terapeéutica a la infeccio pulmonar experimental

Al final del periode d’estudi (ires dies) i després de I'administracié de la ultima dosi d’antibiotic,
tots els animals que no havien estat tractats presentaven una pneumonia bilateral segons els
resultats histologics, amb una mediana del recompte bacteria de 8,01 (rang, 5,72 a 9,57 log1o
UFC/g de pulmé) amb la soca K. pneumoniae 12 i de 9,6 (rang, 7,56 a 10,28 logi, UFC/g de
pulmd) amb la soca K. pneumoniaei2dp (Taula 2. 3). Els animals infectats i no tractats
presentaren una mortalitat del 50% amb les dues soques, K. pneumoniael2 i K
pneumoniael2dp.

Els recomptes bacterians dels grups tractats i infectats amb la soca K. pneumoniael12 varen ser

els seglents: pel grup tractat amb meropenem la mediana del recompte bacteria va ser 1,71
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(rang, 0,21 a 2,95 logyg UFC/g de pulmd); pel grup dels que van rebre imipenem com a
tractament la mediana del recompte va ser de 1,87 (rang, 0,20 a 3,53 logio UFC/g de pulmd); i
el grup tractat amb cefepime de 2 (rang 0,21 a 4,30 logyo UFC/g de pulmé) (Taula 2. 3).

Els resultats dels recomptes bacterians obtinguts dels experiments realitzats amb la soca
mutant K. pneumoniae12dp varen ser els seglents: pel grup tractat amb meropenem la
mediana del recompte bacteria va ser 2,42 (rang, 0,86 a 3,54 log;o UFC/g de pulmd); pel grup
dels que van rebre imipenem com a tractament la mediana del recompte era de 2,98 (rang,
1,98 a 4,41 logio UFC/g de pulmo); i el grup tractat amb cefepime de 2,77 (rang 1,98 a 3,68
logio UFC/g de pulmé) (Taula 2. 3).

No va morir cap animal dels infectats durant els 3 dies de tractament antibiotic, i en finalitzar
tots els animals presentaven pulmons histoldgicament normals o amb focus minims
d’'inflamacié com a conseqiéncia de la infeccié passada, com es pot observar als panells A, B i
C de la Figura 2. 2 que corresponen a talls histologics de pulmons de rates que havien estat

tractades amb meropenem, cefepime i imipenem, respectivament.

Figura 2. 2 Histopatologia representativa dels pulmons de rates infectades per K. pneumoniae i
tractades amb distints antibiotics. La figura mostra la tinci6 amb hematoxilina-eosina de les
seccions de pulmo de rata infectada amb la soca K. pneumoniae 12 i tractada amb meropenem
(A), infectada amb K. pneumoniae 12dp i tractada amb cefepime (B) i infectada amb K.
pneumoniae 12dp i tractada amb imipenem (C).

Comparant 'aclariment bacteria obtingut al final del tractament dels animals tractats amb els
controls (no tractats), s’observen diferencies significatives (P<0.001) entre els dos grups.

Els animals de tots els grups terapeutics que van ser infectats amb la soca K. pneumoniael2
presentaren una disminucioé en 5 logqq dels recomptes bacterians. Les diferéncies observades
entre els diferents grups terapéutics van ser petites i estadisticament no significatives (P=0.05).
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No es va observar creixement bacteria en 6/24 pulmons d’animals tractats amb imipenem, 4/24

del grup del meropenem i 5/23 del grup del cefepime.

En els animals infectats amb la soca K. pneumoniael2dp també es va observar una disminucio
de 5 logq, dels recomptes bacterians. Perd, quan es van comparar els grups tractats amb
carbapenems, el meropenem va ser estadisticament més actiu que I'imipenem (P<0.05). En

aquest cas, es va observar creixement bacteria a tots els animals de tots els grups terapeutics.
Finalment, és important destacar que no es varen detectar mutants que haguessin augmentat

en 4 dilucions la CMI basal d’imipenem, cefepime i meropenem en cap dels animals tractats i
infectats amb les soques K. pneumoniael12 i K. pneumoniael2dp.
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2. 4 DISCUSSIO

La presencia a les infeccions humanes causades per bacils gramnegatius productors d’'una
beta-lactamasa del tipus AmpC mitjancada per plasmidis esta augmentant a tot el mén [32-33,
184-185]. Aquest fet suposa una limitacié important a les opcions terapeutiques, essent els
carbapenems i les cefalosporines de 42 generacié els tractaments d’eleccié. Perd, també s’han
descrit nivells elevats de CMIs en aquests dos grups amb soques productores d’AmpC i
alteracions de la permeabilitat [32, 85, 186-187], agreujant el problema i limitant encara més les
opcions terapéeutiques. Aquests resultats descrits in vitro s’han estudiat amb models animals
per coneixer els seus efectes reals utilitzant soques que expressaven beta-lactamases del tipus
FOX, CMY-2 i ACT-1 [33, 142-143]. Per aix0, el nostre grup va decidir de comprovar I'efecte de
l'imipenem, meropenem i cefepime en un model de pneumonia experimental amb una soca de
K. pneumoniae productora de beta-lactamasa del tipus AmpC ACT-1 amb i sense perdua de
porines a la membrana. Per dur a terme el projecte varem utilitzar una soca de K. pneumoniae
coneguda, 52145, altament virulenta (LDso: 10 UFC), sense cap tipus de beta-lactamasa, amb
una expressid baixa del mecanisme d’efluxié i com a minim amb la preséncia de les porines
principals OmpK35 i OmpK36, per tal de poder desenvolupar mutants d’aquesta soca que
presentessin una beta-lactamasa ACT-1 (K. pneumoniae 12), la pérdua de les porines (K.
pneumoniae dp) o la combinacié d’ambdues (K. pneumoniae 12dp).

Els carbapenems s’han descrit estables a la preséncia de les beta-lactamases del tipus AmpC
(mitjancades per plasmidis o cromosomiques) tal i com també mostren els nostres resultats in
vitro, i sbn considerats tractament d’eleccié a les infeccions causades per aquestes soques
[188]. El cefepime, cefalosporina zwitteridnica, també manté la seva activitat in vitro front
aquestes soques, segurament degut a la combinacié de diferents factors, incloent-hi la
penetracié superior i més rapida de la membrana dels bacteris gramnegatius a través de les
porines (que les diferencia de les cefalosporines de 32 generacio), la pobra afinitat a aquestes
beta-lactamases, i una resisténcia alta a la hidrolisi [53].

En el nostre estudi, la introduccié del plasmidi que contenia 'AmpC del tipus ACT-1 a la soca
original de K. pneumoniae 52145 (K. pneumoniae 12) no va variar les CMIs als carbapenems
perd si que va augmentar lleugerament la del cefepime, passant de 0,03 a 0,25 ug/ml. Quan
aquesta soca perdia les porines principals OmpK35 i OmpK36 (K. pneumoniae 12dp) les CMIs
augmentaven en els tres antibidtics estudiats, I'imipenem passava de 0,25 a 16 pg/ml, el
meropenem de 0,03 a 8 pg/ml i el cefepime de 0,25 a 2 pg/ml. Bradford et al. varen demostrar
per primera vegada la resisténcia in vitro de I'imipenem en soques de K. pneumoniae que
presentaven una combinacié de la pérdua de porines i la preséncia de ACT-1 [186]. Resultats
similars s’han descrit posteriorment amb soques que contenien altres betalactamases del tipus
AmpC [82].
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Per tal de comprovar si aquests canvis in vitro es mantenien in vivo varem reproduir un model
de pneumonia en rates immunocompetents infectades amb les soques K. pneumoniae 12 i K
pneumoniae 12dp i comparant els tractaments amb imipenem, meropenem i cefepime utilitzant
un model de régim terapéutic similar al dels humans. Varem utilitzar uns intervals de dosificacio
bastant inferiors als dels humans per tal d’ajustar-ho als parametres farmacocinetics obtinguts

en el model animal [189].

El model de pneumonia es va obtenir mitjangant la inoculacié intratraqueal de 10° UFC de K.
pneumoniae 12 i 10’ UFC de K. pneumoniae 12dp. L’augment de l'indcul utilitzat a la infeccié
causada per la soca de K. pneumoniae amb els dos mecanismes de resistencia (K.
pneumoniae 12dp) es pot explicar per I'increment proporcional de la seva DLsy, que s’observa
quan les soques de K. pneumoniae perden les porines principals de la seva membrana. En els
dos casos d'infeccié (per K. pneumoniae 12 i K. pneumoniae 12dp) es va aconseguir una
pneumonia bilateral amb altes densitats de bacteris al teixit pulmonar (log;o UFC/g: 8,1 amb K.
pneumoniae 12 i 9,61 amb K. pneumoniae 12dp) i una mortalitat del 50%.

Els resultats d’eficacia terapéutica varen mostrar que el tractament de la pneumonia causada
per les soques de K. pneumoniae productora d’ACT-1 amb pérdua o no de les porines,
produien resultats similars en els tres grups (imipenem, meropenem i cefepime), amb unes
reduccions del contingut de bacteris en teixit pulmonar de fins 5 log;,UFC/g i una mortalitat del
0%. No obstant, els animals que varen ser infectats per la soca de K. pneumoniae productora
d’AmpC i sense porines, no varen assolir I'esterilitat dels seus pulmons després del tractament
en els grups de tractament amb carbapenems, i el meropenem va semblar ser lleugerament
més actiu que I'imipenem. El grup de Pichardo et al. varen utilitzar un model de pneumonia en
cobais infectats amb una soca de K. pneumoniae amb alteracié6 de les principals porines o
també amb la mateixa soca amb una beta-lactamasa AmpC del tipus FOX-5, per demostrar
que tant els carbapenems com el cefepime aconseguien una reduccié similar d’entre 1i 2 logg
dels recomptes pulmonars, tot i que I'imipenem va mostrar un millor aclariment [142-143]. Un
altre estudi de pneumonia experimental amb una soca de K. pneumoniae que expressava
CMY-2 [143] va demostrar que la concentracié bacteriana al teixit pulmonar disminuia
significativament amb el tractament amb cefepime i imipenem, amb millors resultats de

supervivéncia obtinguts amb el grup de tractament de I'imipenem.

No es va observar l'aparicié de clons resistents als antibidtics després dels 3 dies de
tractament. Pichardo et al tampoc varen seleccionar mutants en els grups de tractament del
meropenem i imipenem, en cap de les dues soques estudiades [142-143]. Només varen
seleccionar mutants en els animals que havien estat infectats amb la soca de K. pneumoniae
deficient en porines i havien estat tractats amb cefepime; els autors varen justificar I'aparicié de
mutants degut a que la soca utilitzada sobreproduia una beta-lactamasa de forma constitutiva.
En el nostre estudi no varem observar aquest fenomen, podria ser degut a que la densitat de
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bacteris en el teixit pulmonar dels animals tractats era massa baixa com per detectar-s’hi
subpoblacions resistents, ja que aquest tipus de mutants s’han descrit en 1 de cada 10°-10°
soques salvatges que expressen beta-lactamases del tipus AmpC [82].

L’activitat dels tres antibiotics, imipenem, meropenem i cefepime in vivo va ser realment eficag
amb disminucions significatives dels recomptes bacterians en teixit pulmonar a pneumonies
causades per K. pneumoniae productora d’ACT-1 amb o sense porines, segurament degut a
les bones concentracions de I'antibiotic en teixit pulmonar obtingudes amb aquests regims
terapéutics. Tot i aixi, es varen observar lleugeres diferéncies en la capacitat de disminuir el
recompte bacteria després del tractament obtingudes entre alguns dels antibidtics utilitzats en
els experiments amb la soca productora d’AmpC i deficient en porines.

Tots aquests resultats extrets del model animal de pneumodnia poden ajudar en el disseny de
futurs protocols clinics. A la vegada, son necessaris més resultats clinics i in vivo d’infeccions
causades per soques productores de beta-lactamases del tipus AmpC o BLEE i amb pérdua de

porines per valorar la millor opcié terapéutica.
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3.1 OBJECTIUS

A part de les mutacions a les topoisomerases i alteracions de la permeabilitat, els sistemes
d’efluxi6 depenents d’energia també s’han vist involucrats en el fenotip de resisténcia a
quinolones a K. pneumoniae [190]. Un dels sistemes d’efluxié implicats en aquest fenotip de
resisténcia és el sistema d’efluxié multidroga AcrAB que a K. pneumoniae esta codificat per
l'operd acrRAB. Estudis realitzats per Mazzariol i Hasdemir han descrit la relacié entre la
disminucié de la sensibilitat a quinolones i la sobreexpressié d’AcrA a varis aillats clinics de K.
pneumoniae resistents a quinolones, tot i que no es varen descriure les bases de la
sobreexpressio [191-192]. De totes maneres, es coneix poc sobre quin és el paper directe i
especific de la bomba d’efluxié en la resisténcia de K. pneumoniae a d’altres antimicrobians.

Per altra banda, és conegut que algunes bombes defluxid6 tenen la funcié6 d'expulsar
substancies com detergents i tincions i també, péptids antimicrobians propis de I'hoste [193]. A
més, hi ha suficient evidencia de que les bombes defluxi6 que contribueixen de forma
clinicament rellevant en la resisténcia antibiotica, sén importants per la patogenicitat del bacteri.
Tot i que, el paper de la bomba d’efluxi6 acrAB en la patogenicitat de K. pneumoniae a les

infeccions respiratories encara no ha estat estudiat.

L’objectiu del treball ha estat conéixer el paper de la bomba AcrAB d’efluxio en la resisténcia a
quinolones i d’altres antimicrobians incloent els peéptids humans antimicrobians. També,

coneixer la funcié que juga la bomba en el model de pneumonia per K. pneumoniae.

Aquests objectius generals s’han dividit amb els seglients objectius concrets:

e Construir mutants isogénics de K. pneumoniae 52145R, un deficient en el component
AcrB del sistema defluxi6: 52AacrB i I'altre deficient en el repressor de bomba
52AacrR.

e Determinar les CMIs a diferents antibiotics de la soca salvatge i de les mutants.

e Realitzar experiments de supervivéncia amb peptids antimicrobians humans,
defensines humanes i BAL amb la soca salvatge i les mutants.

e Realitzar experiments in vivo, mitjangant un model de pneumonia en ratolins per tal de

determinar el percentatge de supervivencia de les soques en el teixit pulmonar.
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3.2 MATERIALS | METODES

Soques bacterianes, plasmidis i medis

La soca de K. pneumoniae 52145 és un aillat clinic amb fenotip capsulat (serotip K2) i virulent,
descrit anteriorment [180]. En aquest estudi es va utilitzar un mutant espontani de la soca
52145, resistent a la rifampicina, anomenat 52145R. Les soques d’E.coli que es varen utilitzar
en els experiments de clonacié varen ser DH5a i S17-1Apir, a on el gen pir codificava la
proteina T, proteina necessaria per la replicacié del plasmidi pFS100 [194]. Els plasmidis
pCR2,1 i pGEM-T (Invitrogen) eren els vectors de clonacié TA que es van utilitzar per clonar els
productes de PCR. El plasmidi pFS100 es va utilitzar per crear mutacions d’insercié-duplicacio
per recombinacié homologa [194]. Les cel-lules bacterianes es van fer créixer en caldo LB a 37
°C amb agitacio, o bé en agar; en els casos que va ser necessari, el medi de cultiu es va
complementar amb kanamicina (Sigma-Aldrich) (50 pg/ml) o rifampicina (Sigma-Aldrich) (50

pg/ml).

Tecniques d’ADN

L’ADN plasmidic es va aillar mitjancant la utilitzacié del kit Wizard Miniprep (Promega) seguint
les instruccions del fabricant. L’aillament de 'ADN gendmic, les PCRs, les transformacions i les
conjugacions es van dur a terme seguint les técniques estandards [195]. La ligasa T4 ADN i els
enzims de restriccio es van utilitzar seguint les recomanacions del fabricant (GE Healthcare).
Els fragments d’ADN que es van digerir amb enzims de restriccié, es van separar per
electroforesi en gel d’agarosa i es van tenyir amb bromur d’etidi per poder-los visualitzar. Per
'analisi de Southern blot i marcatge i deteccié de les sondes es va utilitzar el kit ECL (GE
Healthcare), seguint el protocol del fabricant. Les sondes per acrB i acrR es van obtenir a
través de l'amplificacié de la PCR de 'ADN genomic de K. pneumoniae 52145R amb els
encebadors AcrU6/AcrL3 i AcrRF1/AcrRR1, respectivament (Taula 3. 1).

Creacio dels mutants d’acrBi acrR a partir de la soca de K. pneumoniae 52145R

Per tal de construir un mutant d’acrB (gen que codifica la proteina interna de la bomba
d’efluxié) a partir de la soca de K. pneumoniae 52145R, primer es va obtenir el gen complet
d’acrB per amplificacié mitjangcant PCR amb els encebadors AcrB1 i AcrB2 (Taula 3. 1) per
després clonar-ho en pCR2,1 i obtenir el plasmidi pQE57. A partir de la digestié de pQE57 amb
Kpnl es va obtenir un fragment intern del gen acrB de 800 parells de bases que es va clonar en
el vector suicida dependent de la proteina m, pFS100, obtenint el plasmidi pQE58. Per tal de
construir un mutant d’acrR (gen necessari per la sintesi del repressor de I'expressié de la
bomba) es va amplificar mitjangant PCR un fragment intern d’acrR a partir de 'ADN genomic de
52145R, amb els encebadors AcrRF1/AcrRR1 (Taula 3. 1). El producte de la PCR es va clonar
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a pGEM-T per obtenir pQE60. Un fragment de pQE60, obtingut després de la digesti6 amb
EcoRl, que contenia un fragment intern d’acrR es va clonar en el vector transportador pFS100
per obtenir el plasmidi pQE61. Finalment, els plasmidis pQE58 i pQE61 es varen introduir per
conjugacio a K. pneumoniae. Per tal de seleccionar mutants amb la integracié en el cromosoma
de la soca 52145R dels plasmidis pQE58 o pQE61, i que provocaven la interrupcié de
I'expressié d’acrB o acrR, respectivament, es va sembrar una aliquota de cada conjugacié en
plagues de LB amb rifampicina i kanamicina. Pels estudis posteriors, es va utilitzar un integrant
de cada conjugacié anomenats: K. pneumoniae 52145AacrB o K. pneumoniae 52145AacrR.

Taula 3. 1 Encebadors d’oligonucleottids utilitzats en aquest estudi

Nom Sequeéncia 5’-3’ Gen diana Finalitat
AcrU6  GTGGTTAAAACGCTGG fragment Sonda acrB
AcrL3 ATTAATGATGCTCAACCTGATG  intern acrB

AcrB1 AAGCTTAACTTAAACAGGAGC acr B Construccié6 del plasmidi

AcrB2 TTCGAAGAAGATTAATGATGCTC integrant pQE58

AcrRF1 GATTCTAGATGTTGCTCTGC fragment Sonda acrR, Construccio

AcrRR1  CGTCGTCTAGAATTGATAC intern acrR del plasmidi integrant
pQE61, i amplificacié RT-
PCR d’acrR

AcrU7 GAGCTGATTGACCAGG fragment amplificacié RT-PCR d’acrB

AcrL4 CTGATAAGACATCCCGGTCCA intern acrB

U681 CGGTTACGGCCAGTGGGAATA fragment amplificaci6 RT-PCR del
L1316 GACGCAGACCGAAATCGAACT intern gen dompK36
ompK36

Extraccio d’ARN i RT-PCR

L’ARN cel-lular total de K. pneumoniae es va aillar utilitzant el Kit Qiagen Rneasy (Qiagen)

seguint les instruccions del fabricant.

Per obtenir els productes de les transcripcions d’acrB, acrR i ompK36 es va realitzar una RT-
PCR utilitzant el sistema Access (RT)-PCR amb els encebadors AcrU7/AcrL4, AcrRF1/AcrRR1,
i U681/L1316, respectivament (Taula 3. 1); es va fer la reaccié utilitzant 15 ng d’ARN total, 45
min a 48°C, seguit de 40 cicles seguint les segiients condicions: 30 s a 94°C, 1 min a 50°C i 2
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min a 72°C. Els productes de PCR es varen separar per electroforesi en gel d’agarosa i es van

visualitzar mitjangant la tincié amb bromur d’etidi.
Determinacio de I’expressio del polisacarid capsular i el lipopolisacarid

La determinaci6é de I'expressio del polisacarid capsular i del LPS es va realitzar mitjancant la
tecnica immunoenzimatica d’ELISA. Amb aquest prop0sit, cada pouet de la placa es va recobrir
amb 1 pg de polisacarid capsular serotip K2 o 1 ug de LPS serotip O1. Després de saturar la
superficie dels pouets amb PBS pH 7,4 amb 1% albumina de sérum bovi, les plaques es varen
incubar amb dilucions seriades d’extractes de polisacarid capsular o LPS i anticossos front
polisacarid capsular serotip K2 o LPS serotip O1, respectivament. Els anticossos units es varen
detectar amb immunoglobulina G de cabra anti-conill marcada amb fosfatasa alcalina i utilitzant
p-nitrofenil fosfat. Les incubacions es van dur a terme a 37 °C durant una hora amb antiserum
diluit amb PBS-1% albumina de sérum bovi i seguides de rentats amb PBS. Per construir una
corba estandard es van utilitzar quantitats conegudes de polisacarid capsular i lipopolisacarid
purificats amb els métodes de Wilkinson i Sutherland [196] i de Westphal i Jann [197].

Analisi de les sensibilitats

La CMI dels diferents antimicrobians es va determinar mitjangant el métode d’Etest (AB Biodisk)
en agar Mueller Hinton d’acord amb les instruccions del fabricant. Les plaques es varen incubar

a 35°C durant 18 hores per determinar les diferents CMls.
Experiments de supervivéncia bacteriana

Pels experiments amb BAL es va recollir aquest fluid d’individus sans, aixi com ja estava descrit
préviament [198]. Aquest procediment es va aprovar pel Comité Etic Local i abans d’obtenir les
mostres se’n firmava un consentiment informat. EI BAL (120-200 ml de cada individu) es va
centrifugar, i se li va afegir un coctel d’inhibidors de la proteasa (Sigma-Aldrich) al sobrenedant.
Després de la liofilitzacio, el BAL es va resuspendre amb aigua estéril per obtenir una solucio
concentrada 200 vegades respecte el volum inicial. En els experiments es va utilitzar una
mescla dels BAL de diferents individus. Per la realitzacié dels assajos de supervivéncia amb el
BAL es van utilitzar 10% cél-lules bacterianes crescudes fins a la fase de creixement
exponencial, aquestes es van resuspendre amb 150 pl de PBS i es van mesclar amb 50 pul de
BAL. La mescla es va incubar a 37°C durant 1 hora i es van plaquejar dilucions seriades en
plaques de LB, on es varen poder comptar el nombre de bacteris viables. Els efectes
bactericides del BAL es van calcular com el percentatge de supervivencia, prenent com el
100% aquells recomptes bacterians obtinguts sense la presencia de BAL.

També varem testar I'efecte de la polimixina B. La polimixina B és un péptid que es troba
comercialitzat pel seu Us clinic des dels anys 50, perd que se’n va limitar el seu Us pels seus
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efectes toxics. Actualment, degut a l'augment de microorganismes multirresistents aquest
péptid antimicrobia és candidat per ser utilitzat com agent terapéutic en les infeccions
bacterianes. Per congixer I'efecte de la polimixina B es va preparar una suspensié bacteriana
amb triptona-PBS (pH 7,4) que contenia 2,1x10° UFC/ml de K. pneumoniae crescuda fins a la
fase de creixement exponencial. D’aquesta suspensié se’'n van agafar 10 pl i es van mesclar
amb 200 pl de polimixina B (Sigma-Aldrich) (0,1 ug/ml) en tubs Eppendorf. La mescla es va
incubar 30 minuts a 37°C. En paral-lel es van calcular les supervivéncies bacterianes relatives a
les suspensions bacterianes tractades amb carbonyl-cianida-m-clorofenilhidrazone (CCCP)
(Sigma-Aldrich), un desacoplador energétic que inhibeix el funcionament de les bombes
d’efluxié, i tractades amb glucosa (0,4%) per tal d’avaluar l'efecte activador d’aquest
component. Els recomptes bacterians i els resultats es van expressar en percentatges respecte
els recomptes bacterians obtinguts d’aquells bacteris que no havien estat exposats als agents
antibacterians. Finalment, per coneixer I'efecte de la defensina dels neutrofils humans (HNP-1)
(Sigma-Aldrich) i de les beta-defensines 1 (HBD-1) i 2 (HBD-2) (Prepotech) es va preparar una
suspensio bacteriana que contenia 10° UFC/ml en 10 mM PBS (pH 6,5)-0,1% TSB (Caldo
Triptona-Soja)-100 mM NaCl. Es van mesclar en tubs Eppendorf 5 pl de la suspensié
bacteriana amb 20 pl de la defensina corresponent. Es varen incubar durant 1 hora i es van
plaquejar en plaques LB. Els recomptes bacterians es van expressar aixi com esta descrit en el

cas de la polimixina.

Tots els experiments de supervivencia bacteriana es van realitzar per duplicat i en tres vegades

diferents i independents.
Model de pneumonia en ratoli

En el model de pneumonia, els ratolins mascles raga ICR-CD1 (Harlan Ibérica) de 16-20 g de
pes van ser anestesiats i posteriorment intubats intratraquealment utilitzant una agulla
d’alimentacié6 despuntada [5]. Se'ls va inocular 50 ul d'una suspensié que contenia
aproximadament 10° UFC de K. pneumoniae obtinguda d’un cultiu liquid en fase de creixement
exponencial. Es van fer grups de 10 animals i es van sacrificar a les 24, 48 i 72 hores; se’n van
extreure els pulmons de forma aséptica, es van homogeneitzar i es van cultivar de forma
quantitativa en plaques LB. Tots els experiments amb animals es varen fer seguint les guies
institucionals i nacionals i varen ser aprovats pel Comiteé d’Experimentacié Animal de la

institucio.
Métodes estadistics
Les comparacions entre els diferents grups es van realitzar mitjancant la t Student o pel test U

Mann-Whitney quan es va requerir. Un valor de P <0,05 es va considerar estadisticament

significatiu.
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3. 3 RESULTATS

Caracteritzacio fenotipica i genotipica de 'oper6 AcrRAB

Per tal de coneixer el paper de la bomba d’efluxi6 AcrAB en la resisténcia antimicrobiana i
viruléncia a K. pneumoniae es van construir dos mutants isogénics partint de la soca salvatge
52145R. Aquesta soca es va escollir per la seva alta virulencia demostrada en el model de
pneumonia en ratolins [5]. Es va utilitzar la técnica de mutagénesi per insercio-duplicacio per
interrompre acrB, necessari per la sintesi d'una bomba d'efluxié funcional, o acrR, necessari
per la sintesi del repressor de I'expressidé de la bomba. A la Figura 3. 1 es representa
esquematicament el cromosoma de les soques 52145R i les seves mutants. L’analisi per
Southern blot de I'ADN genomic amb sondes especifiques d’acrB i acrR va confirmar la
generacio de dues copies incompletes dels gens per la integracié del plasmidi. L’analisi de RT-
PCR va confirmar que les mutacions produien I'abolicié de la transcripcié d’acrB o acrR. Es va
utilitzar com a control ompK36, gen que codifica la porina OmpK36, per comprovar que es

transcrivia de forma eficient en ambdds mutants.
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Figura 3. 1 Representacié esquematica del cromosoma de K. pneumoniae a la soca virulenta
52145R i els seus mutants isogénics 52AacrB (A) i 52AacrR (B). La mida dels fragments d’ADN
a 'esquema no esta a escala. Les caixes negres indiquen les sondes utilitzades en 'analisi per
Southern blot. La linia entre les caixes negres en el genoma dels mutants representa el
plasmidi d’ADN integrat en el cromosoma. H és I'abreviatura de I'enzim de restriccié HindlIl. Els
pesos esperats dels fragments cromosdmics que hibriden amb les sondes estan indicats en
kilobases. A la figura es mostra I'analisi per Southern blot del cromosoma de K. pneumoniae
salvatge i dels mutants isogenics digerits per Hindlll. Els marcadors de pes molecular estan
indicats a I'esquerre de les membranes. L'expressié dels gens mutats a cada soca es va
determinar per RT-PCR. A la Figura 3. 1 es mostra, els productes de la RT-PCR per cada soca
utilitzant els encebadors especifics per acrB o acrR, i els encebadors especifics per ompK36,

com a gen de control.
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Paper de la bomba d’efluxio AcrAB en la resisténcia antibiotica de K. pneumoniae

Per conéixer el paper de la bomba defluxi6 AcrAB en la resisténcia antibidtica, es va
determinar la sensibilitat de la soca salvatge K. pneumoniae 52145R i les seves derivades
mutants isogénics de la bomba d’efluxié 52AacrB i 52AacrR a diversos antimicrobians (Taula 3.
2). Es important tenir en compte que les CMIs de la majoria d’antibiotics per la soca 52145R de
partida eren baixes. Malgrat aix0, es varen observar diferéncies entre la soca salvatge i les

soques mutants en les CMIs de varis antibiotics.

Com era d’esperar, les CMIs de totes les quinolones eren menors per la soca 52AacrB que per
la soca salvatge, mentre que es va observar un lleuger increment de les CMIs d’aquest grup
d’antibiotics per la soca 52AacrR. La mateixa tendéncia es va apreciar pels betalactamics. Les
CMis eren menors per 52AacrB i més alts per 52AacrR que per la soca salvatge.

Les CMIs dels carbapenems per les soques mutants no varen variar respecte als valors
obtinguts per la soca parental. La CMI de la eritromicina per la soca mutant 52AacrB va
disminuir de forma marcada, mentre que per altres antibidtics com els aminoglicosids, la

tetraciclina, i el cloramfenicol, les disminucions de la CMI varen ser menys importants.

En conjunt, aquests resultats confirmen la fiabilitat dels nostres mutants i demostren el fet de

que la bomba d’efluxié AcrAB esta implicada en I'expulsié de diversos agents antimicrobians.

Taula 3. 2 Sensibilitat antimicrobiana de la soca 52145R i els mutants derivats isogénics
52AacrB i 52AacrR

Antibiotic 52145R 52AacrB 52AacrR
Acid nalidixic 4 0,5 8
Ciprofloxacina 0,06 0,008 0,12
Levofloxacina 0,09 0,006 0,19
Imipenem 0,125 0,125 0,125
Ertapenem 0,012 0,012 0,012
Meropenem 0,03 0,03 0,03
Cefoxitina 8 4 32
Cefotaxima 0,125 0,06 4
Eritromicina 32 8 32
Tetraciclina 2 0,25 4
Cloramfenicol 2 1 4
Tobramicina 0,25 0,125 0,25
Gentamicina 0,25 0,06 0,25
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Paper de la bomba d’efluxio AcrAB en la pneumonia produida per K. pneumoniae

Esta descrit que les bombes defluxi6 no només transporten antibiotics sind que també
transporten substancies antimicrobianes propies de I'hoste. Per aix0, ens varem plantejar la
hipotesi de que les bombes d’efluxié6 podrien contribuir a la supervivencia dels bacteris en els

teixits de I'hoste.

El fet de que K. pneumoniae fos una causa important de pneumonia nosocomial, ens va fer
guestionar quin podia ser el paper de la bomba d’efluxié AcrAB front els agents antimicrobians
que es troben al BAL. La soca mutant de bomba 52AacrB va ser més sensible als agents
antimicrobians del BAL que la soca salvatge 52145R. Una hora d’incubacié amb la preséncia

de BAL va ser suficient per inhibir el creixement del mutant 52AacrB (5% % 3% supervivéncia),
mentre que les supervivéncies de la soca parental 52145R i la mutant 52AacrR es varen afectar
molt menys (53% * 5% i 62 = 7% de supervivéncia, respectivament). Tenint en compte que els
péptids antimicrobians sén un dels tipus de components antibacterians presents en el BAL,
varem hipotetitzar que la soca 52AacrB podria ser més sensible a aquests péptids que la
parental 52145R (Figura 3. 2).

La polimixina B és considerada com el model de péeptid antimicrobia i les beta-defensines 1 i 2
(HBD-1, HBD-2) i la defensina 1 de neutrofils humans (HNP-1) sén tres peptids antimicrobians
presents al BAL huma. Confirmant la nostra hipotesi, la soca 52AacrB va ser significativament
més sensible a la polimixina B, HBD-1 i 2 i HNP-1 (Figura 3. 2, p<0.05) que la parental 52145R.
Aquestes diferéncies no varen ser degudes a la reduccio de I'expressio de la capsula o el LPS,
qgue estan involucrades en la resisténcia al péptids antimicrobians a K. pneumoniae [198],
perqué I'expressid d’ambdues va ser similar (no es mostren les dades). Els resultats també
varen mostrar que la soca 52AacrR va ser lleugerament més resistent a la polimixina B i HNP-1

que la soca salvatge, tot i que les diferéncies no varen ser estadisticament significatives.
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Figura 3. 2 Resisténcia de K. pneumoniae 52145R i els mutants derivats isogénics a la
polimixina B i peptids antimicrobians humans. Les cél-lules bacterianes es varen incubar amb
polimixina B (0,1 pg/ml) (A), HNP-1 (30 pg/ml) (B), Beta-defensina 1 (0,1 pg/ml) o Beta-
defensina 2 (0,1 ug/ml). Es mostra la supervivéncia bacteriana a 'eix d’'ordenades (percentatge
de recomptes cel-lulars no afectats pels agents). Cada punt representa la mitja i la desviacio
estandard a com a minim tres experiments realitzats per duplicat i de forma independent. Les
diferéncies significatives (P<0,05) entre les diferents soques estan indicades amb asteriscs

Per tal de confirmar que els péeptids antimicrobians utilitzaven I'energia de les bombes d’efluxié
es van realitzar experiments amb CCCP per interferir la seva acci6. El CCCP va reduir la
supervivéencia de 52145R a la polimixina B indicant que aquesta s’expulsava a I'exterior
mitjancant un mecanisme que requereix d’energia (Figura 3. 3). Per contra, I'addicié de glucosa
a les cel-lules tractades amb CCCP augmentava els nivells relatius de supervivéncia bacteriana

fins a valors similars a aquells observats en els bacteris no tractats.
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Figura 3. 3 Efecte de la polimixina B a la soca 52145R de K. pneumoniae. Les cél-lules
bacterianes es varen exposar a polimixina B (0,1 pg/ml) sola o amb la preséncia de glucosa
(0,4%), CCCP (50 uM), i CCCP més glucosa. La supervivéncia bacteriana s’expressa com el
percentatge de colonies bacterianes no afectades per la polimixina B després d’'una hora
d’'incubacié. A l'eix d'ordenades es mostren els percentatges de supervivéncia. Cada
experiment es va realitzar per duplicat. Les diferencies significatives (P<0,05) entre les diferents

soques estan indicades amb asteriscs

Finalment, es va provar la capacitat de produir pneumonia de la soca mutant 52AacrB en un
model de pneumonia en ratoli. Els ratolins es van infectar intratraquealment amb 52145R i
52AacrB i es va determinar la quantitat de bacteris per gram de teixit pulmonar al 1er, 2on i 3er
dia de la infeccioé per ambdues soques. Tal i com es mostra a la Figura 3. 4, els pulmons dels
ratolins infectats amb la soca 52AacrB varen presentar recomptes bacterians significativament
inferiors (Figura 3. 4, p<0,05) que els presentats en els pulmons dels ratolins infectats amb la

soca salvatge.
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Figura 3. 4 Efecte de la deficiencia de la bomba d’efluxié en la infeccié pulmonar in vivo a K.
pneumoniae. Els ratolins (n:10 per grup) es varen inocular intratraquealment amb la soca
salvatge 52145R (barres grises) o amb la soca deficient de bomba 52AacrB (barres negres). El
nombre de bacteris recuperats en els homogeneitzats de pulmd expressat en forma de
logaritme de les UFC per gram de pulmoé (eix ordenades) es va determinar a les 24, 48 i 72
hores després de la infeccié. Els resultats que son significativament diferents s’han marcat amb

asterisc.
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3. 4 DISCUSSIO

La seqienciacio dels genomes de gran varietat d’espécies bacterianes ha demostrat que a la
majoria es poden trobar codificats varis sistemes d’efluxié. K. pneumoniae codifica un sistema
d’efluxié, AcrAB, que és homoleg al sistema descrit a E. coli A Klebsiella spp. s’han
caracteritzat pocs sistemes d’efluxié multidroga [199-201], tot i que les dades de la seqliencia
de la soca de K. pneumoniae MGH78578 podrien suggerir la preséncia potencial de moltes
altres. La majoria d’estudis relacionats amb les bombes d’efluxié s’han centrat en la seva
relaci6 amb la resisténcia antibidtica. Perd, és raonable pensar que la funcié d’aquestes
bombes seria la d’expulsar components toxics presents en el seu entorn natural, com sals
biliars, acids grassos i hormones. Pocs estudis han estudiat la contribucié6 de les bombes

d’efluxio a la viruléncia bacteriana.

En aquest estudi hem caracteritzat la contribuci6 de la bomba defluxi6 AcrAB de K.
pneumoniae en la resisténcia a les quinolones i d’altres antibidtics utilitzant els mutants acrB i
acrR derivats de la soca virulenta 52145R. La deficiencia d’acrB va comportar un augment de la
sensibilitat a quinolones, que coincideix amb el que s’havia descrit anteriorment, on
demostraven que la sobreexpressié d’AcrAB deguda a mutacions a acrR causava resisténcia a
ciprofloxacina a varis aillats clinics de K. pneumoniae [137, 191-192, 202]. A més, varem
observar a la soca 52145AacrB una disminucié de les CMis deritromicina, tetraciclina,
cloramfenicol, aminoglicosids i betalactamics, excepte carbapenems quan la comparavem amb
la soca salvatge, que ens indicaria que els sistema d’efluxié podria reconeixer varis substrats,
aixi com passa a Enterobacter cloacae i E. coli [202-203]. Aquest fet suggereix que el sistema
d’efluxié6 en combinaci6 amb BLEE i alteracions a les porines podrien contribuir de forma
significativa a I'aparici6 del fenotip de multiresisténcia observat a algunes soques de K.
pneumoniae, i aniria a favor de que les bombes d’efluxié estarien involucrades en la resisténcia

a betalactamics [179].

La soca mutant d'acrR va mostrar increments moderats de les CMIs a la majoria
d’antimicrobians que es varen testar en comparacié amb la soca original 52145R. Aquest fet
contrasta amb els resultats obtinguts a estudis anteriors, on s’havien observat increments
marcats de la resistencia a quinolones en aquelles soques que tenien mutacions en el
repressor, i que produien una sobrexpressié d’AcrAB [137, 192]. En el nostre treball, la
deficiencia d’AcrR no va augmentar de forma exagerada les CMIs de les quinolones. Hi hauria
dues hipotesis per explicar aquest fet. La primera, hi hauria altres factors, com RamA, que
estarien involucrats en la regulacié de I'expressié de la bomba d’efluxié en aquesta soca. |
segon, que aquesta soca necessitaria altres mecanismes de resisténcia, a part de la bomba

d’efluxié, per for¢ar la resisténcia a les quinolones.
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En aquest estudi hem demostrat que la bomba defluxi6 AcrAB de K. pneumoniae també
contribueix a la resisténcia front els péptids antimicrobians que trobem als pulmons. En aquest
sentit, HBD-1 i HBD-2 se sintetitzen a les cél-lules epitelials pulmonars, mentre que HNP-1
s’allibera pels neutrofils en el lloc de la infeccié. Les concentracions dels péptids antimicrobians
pulmonars que es van utilitzar a I'estudi, coincidien amb les concentracions en que els trobem
de forma habitual als BALs de les persones sanes [204], donant rellevancia fisioldgica als
resultats del nostre treball. Curiosament, la bomba homologa d’AcrAB que trobem a la planta
Erwinia amylovora també intervé en la resisténcia a toxines antibacterianes derivades de la

planta, com flavonoides i alcaloides [205].

Fins al moment, no s’han descrit gaires sistemes d’efluxié que intervinguin en la mediacié a la
resisténcia front els péptids antimicrobians, potser els millors exemples i més ben caracteritzats
han estat la bomba d’efluxié6 MtrC-MtrD-MtrE de N. ghonorrhoeae i N. meningitidis, la bomba
OprM de P. aeruginosa, i la bomba de Yersinia enterocolitica [206-209]. Per aix0, ens podriem
atrevir a dir que una de les primeres funcions de les bombes d’efluxi6é seria la d’expulsar els
péptids antimicrobians presents en els teixits de I'hoste. De fet, els péptids antimicrobians son
considerats com una de les primeres barreres primaries de defensa contra les infeccions

bacterianes.

Els experiments in vivo varen revelar que els animals infectats amb la soca 52145AacrB
presentaven quantitats de bacteris en el teixit pulmonar menors que els animals que s’havien
infectat amb la soca salvatge. Aquestes diferéncies varen ser significatives perd no eren
exageradament marcades, potser degut a la preséncia d’altres factors de viruléncia, com el
polisacarid capsular i el lipopolisacarid, [5, 210] que podrien haver emmascarat els efectes.
Perd aquest sistema d’efluxié podria jugar un paper important en la resisténcia bacteriana
contra els mecanismes primaris de defensa en aquelles soques que degut al tractament in vivo
amb quinolones sobreexpressen la bomba AcrAB. L’associaci6 entre la sobreexpressi6 de la
bomba defluxi6 AcrAB i la resisténcia als péptids antimicrobians planteja una greu
preocupacio, que podria suposar I'is de determinats agents antimicrobians pel tractament de la

pneumonia en pacients immunocompromesos.

En resum, en aquest treball s’ha descrit I'is de dos mutants, 52145AacrB i 52145AacrR, per
provar quina es la implicacié de la bomba d’efluxié AcrAB en la resisténcia antimicrobiana, no
només a les quinolones, sind també a d’altres agents antimicrobians. A més, s’ha demostrat un
nou paper del sistema AcrAB de K. pneumoniae: la seva implicacié en la resisténcia als péptids
antimicrobians del propi hoste. La troballa d’aquesta nova funcié incita al desenvolupament i la

recerca d’'inhibidors que afectin els sistemes d’efluxié.
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Conclusions

1. L’analisi dels aillaments de K. pneumoniae productors de BLEE de I'hospital de
referéncia de Sarajevo (Bosnia i Hercegovina) ha demostrat que CTX-M-15 és el tipus de BLEE
més prevalent, essent aquesta, la primera vegada que es descriu la preséncia de CTX-M-15 en

aquest pais.

2. La prevalenga de CTX-M-15 en les diferents unitats de I'nospital esta causada sobretot
per la disseminaci6 de dos clons majoritaris que presenten aquesta BLEE en plasmidis
diferents i que a més, aquests plasmidis cotransfereixen resisténcia a d’altres grups
d’antibiotics.

3. En alguns aillaments, el fenotip de resisténcia esta atribuit, no només a la presencia del

plasmidi portador de CTX-M-15 sin6 també a la deficiencia en I'expressié de porines.

4. S’ha posat a punt un model de pneumonia experimental per K. pneumoniae en rata per
tal de poder estudiar l'eficacia terapéutica de varis antibidtics. L'Us d’aquest model ha
demostrat que el tractament de la pneumodnia causada per soques de K. pneumoniae
productores d’ACT-1, amb i sense porines, amb els tres régims terapéutics assajats (imipenem,
meropenem i cefepime) és altament eficag. Segons aquests resultats, imipenem, meropenem i
cefepime poden ser tractament d’eleccid en les pneumonies produides per soques de K.

pneumoniae resistent.

5. Els resultats obtinguts in vivo mostren que en termes d’aclariment bacteria al teixit
pulmonar, el meropenem és més efica¢ que I’ imipenem en el tractament de la pneumonia en
rata causada per una soca de K. pneumoniae productora de beta-lactamasa del tipus AmpC i

deficient en porines.

6. La determinaci6é de la CMI de diferents antibiotics en mutants isogenics especifics dels
gens d’AcrB i AcrR ens permeten concloure que la bomba d’efluxié AcrAB de K. pneumoniae
contribueix en diferents graus en la resisténcia front a quinolones (acid nalidixic, ciprofloxacina i
levofloxacina) aminoglicosids (gentamicina i tobramicina), eritromicina, tetraciclina,

cloramfenicol i alguns betalactamics, perd no tenen efecte sobre els carbapenems.

7. Els assajos de supervivéncia de la soca parental i el mutant deficient en I'expressio
d’AcrB front a péptids antimicrobians humans presents en el parénquima pulmonar han
demostrat que la bomba d’efluxié6 AcrAB contribueix en la resisténcia front aquests components

de la resposta immune innata.
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8.

La carrega bacteriana dels pulmons de ratolins infectats amb el mutant deficient en
I'expressio d’AcrB va ser menor que I' observada en els pulmons de ratolins infectats amb
la soca parental demostrant que la bomba d’efluxié6 AcrAB contribueix a la viruléncia de K.

pneumoniae en un model d’infeccié respiratoria.
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Emergence of CTX-M-15 extended-spectrum f-lactamase-producing
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Abstract

Fifty-seven nosocomial Klebsiella pneumoniae isolates producing extended-spectrum [i-lactamases (ESBLs) were collected between
February 2007 and November 2007 in different wards of the Sarajevo (Bosnia-Herzegovina) reference hospital. These isolates comprise
two major epidemic pulsed-field electrophoresis-defined clones plus two minor clones. In addition to the ESBL-mediated resistance, all
strains uniformly showed resistance to ciprofloxacin, gentamicin and tobramycin. The f-lactamases involved in this resistance phenotype
were TEM-I, SHV-1, and CTX-M-15, as demonstrated by isoelectric focusing, PCR amplification, and sequencing. TEM-1 and CTX-M-15
p-lactamases, as well as the aminoglycoside resistance determinants, were encoded in plasmids that could be transferred to Escherichia
coli by conjugation. In three of the infected patients with the predominant clone, cefoxitin resistance development (MICs >128 mg/L)
was documented. The analysis of the outer membrane proteins of the cefoxitin-susceptible and cefoxitin-resistant isolates revealed that
the former expressed only one of the two major porins, OmpK36, whereas in the latter, the expression of Ompk36 was altered
or abolished. This is the first report of CTX-M-I5-producing K. pneumoniae in Bosnia-Herzegovina. Furthermore, we document and

characterize for the first time cefoxitin resistance development in CTX-M-15-producing K. pneumoniae.
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(such as aminoglycoside resistance) or simply by the
co-selection of both resistance mechanisms, as occurs with
fluoroquinolones [2].

The classical ESBLs are those derived from the broad-
spectrum enzymes TEM-1, TEM-2 and SHV-1 by the acquisi-

. tion of specific point mutations that expand their spectrum
Introduction P P P P

of hydrolysis to oxyimino-cephalosporins and aztreonam [3].

Nevertheless, the most widespread plasmid-mediated ESBLs

Extended-spectrum f-lactamases (ESBLs) represent a major
threat among multidrug-resistant bacterial isolates. The pro-
duction of ESBLs in Enterobacteriaceae confers resistance to
all penicillins and cephalosporins (with the exception of ceph-
amycins, in some cases), with the organisms generally
remaining susceptible only to f-lactam—pf-lactamase inhibitor
combinations, such as amoxycillin—clavulanate, and the carba-
penems, which are frequently the only therapeutic options
available for treatment of hospital-acquired severe infections
caused by these microorganisms [I]. Co-resistance to non-
f-lactam antibiotics is also frequent, either by the co-transfer

©2009 The Authors

nowadays are the CTX-M enzymes, which are directly
derived from the chromosomal f-lactamases of several spe-
cies of the genus Kluyvera [4]. Five different groups of CTX-
Ms, containing a total of over 80 different variants, have been
described so far, but CTX-M-2, CTX-M-3, CTX-M-14 and
CTX-M-15 are the most widespread enzymes [4].

To date, only SHV-5 f-lactamase has been reported in 14
Klebsiella pneumoniae community-isolated strains in Bosnia-
Herzegovina [5], with no record of CTX-M ESBLs in any
species. Given the scarcity of data from this country, the aim
of the present study was to characterize the ESBL-producing
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isolates of K. pneumoniae at the molecular level in the refer-
ence hospital of the capital of this country, to investigate
whether the CTX-M-type ESBLs have appeared in K. pneumo-

niae from Bosnia-Herzegovina.

Materials and Methods

Clinical strains and antibiotic susceptibility testing

The isolates included in this study comprised one from each
adult patient admitted between February and November of
2007 to the clinical centre (1762 beds, reference public
hospital from the city of Sarajevo, Bosnia and Herzegovina)
and infected with an ESBL-producing K. pneumoniae strain.

Bacterial identification and initial susceptibility testing was
performed with the VITEK-2 system (bioMérieux, Hazel-
wood, MO, USA). Additionally, the MICs of several antibiot-
ics were determined by microdilution or by using Etest
strips (AB Biodisk, Solna, Sweden), following the manufac-
turer’s recommendations.

Double-disk synergy testing (DDST) for the detection of
ESBL production was performed using amoxycillin—clavula-
nate, cefotaxime, ceftazidime, cefepime and aztreonam disks
that were applied 30 and/or 20 mm apart [6]. Phenotypic
detection of AmpC was performed using the disk-based
inhibitor assay, using boronic acid or cloxacillin as an AmpC
inhibitor [7].

Molecular strain typing

The clonal relationship between the different isolates was
studied by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE). Agarose
plugs containing total bacterial DNA were prepared as
described elsewhere [8]. Plugs were then digested with Xbal
and loaded into a |% Megabase agarose (Bio-Rad, La Jolla, CA,
USA) gel. DNA separation was performed in a CHEF-DRIII
apparatus (Bio-Rad) under the following conditions: 6 V/cm?
for 20 h at 14°C, with initial and final pulse times of 2 s and
35 s, respectively. The results were interpreted following the
criteria of Tenover et al. [9]. Comparison of sample profiles
and generation of dendrograms was carried out by hierarchical
clustering analysis using the unweighted pair group moving
average method and the Dice coefficient for distance measure,
using the software PAST-Paleontological Statistics v.1.29.

Characterization of fi-lactamases and their genes

The pls of the f-lactamases were determined by isoelectric
focusing, applying the supernatants of crude sonic cell extracts
to Phast gels (Pharmacia AB, Uppsala, Sweden) with a pH gra-
dient of 3-9 in a Phast system (Pharmacia AB). fi-Lactamases
with known pl values (TEM-I, TEM-2, TEM-4, TEM-3, SHV-1,

CTX-M-10 and CTX-M-1) were included as controls. Gels
were stained with 500 mg/L nitrocefin (Oxoid, Madrid, Spain)
to identify the bands corresponding to ff-lactamases.

PCRs for genes encoding TEM, SHV and CTX-M f-lacta-
mases were performed using primers and conditions
described previously [10,11]. PCR products were sequenced
on both strands, using the BigDye terminator kit (PE-Applied
Biosystems, Barcelona, Spain) for performing the sequencing
reactions, which were analysed with the ABI Prism 3100
DNA sequencer (PE-Applied Biosystems).

Conjugation and plasmid analysis

Conjugation experiments were performed by filter mating,
using a rifampin-resistant mutant of Escherichia coli strain HB101
as the recipient ata | : | ratio. Transconjugants were selected
in Luria—Bertani agar plates containing 100 mg/L rifampin and
2 mg/L cefotaxime. Transconjugants were checked by DDST,
PCR amplification, and sequencing of the appropriate ESBL-
encoding gene, and Etest testing of susceptibility to all f-lactams
and non-f-lactams to determine the resistance determinants
co-transferred with the ESBL. For the analysis of the plasmids,
plasmid DNA was obtained from the transconjugants using the
QIAGEN plasmid Midi kit (Qiagen, Hilden, Germany), following
the manufacturer’s instructions. Plasmids were digested with
EcoRI or BamHI, and the resulting restriction fragments were

separated by electrophoresis in a | % agarose gel.

Isolation and analysis of outer membrane proteins (OMPs)
Isolation of OMPs was performed as previously described
[12]. Electrophoretic analysis of OMPs by SDS-PAGE was
performed with 11% acrylamide-0.35% bisacrylamide—0.1%
SDS by using Laemmli’s buffer and Coomassie blue staining.
Western blot analysis of SDS-PAGE-separated OMPs was
performed with the buffers and conditions described by
Hernandez-Allés et al. [12].

Results

In 2007, the prevalence of ESBL-producing microorganisms
at the Sarajevo clinical centre was 19.6%, K. pneumoniae
being the most prevalent species (88.8%). In fact, 68.8% of
the K. pnemoniae clinical isolates produced an ESBL. To
characterize these isolates, all nosocomial ESBL-producing
K. pneumoniae isolates infecting adult patients admitted to
the clinical centre between February and November of 2007
were collected, and one randomly selected isolate from each
patient was further characterized by PFGE.

Representative PFGE profiles of these isolates (n = 57)
are shown in Fig. |. Four distinct PFGE types, designated A,

©2009 The Authors
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FIG. |. Dendrogram obtained following pulsed-field gel electropho-

resis (PFGE) of Xbal-digested genomic DNA from representative

ESBL-producing Klebsiella pneumoniae PFGE types. Capital letters

below the lanes refer to PFGE types, and numbers above the lanes

refer to the number of isolates of each type. Molecular size markers

(in kb) are indicated on the left.

B, C and D, were identified. The prevalent PFGE types
encountered were type A and type B, with 35 and 17
isolates, respectively. Altogether, these PFGE types repre-
sented 91.2% of the isolates.

The first clonal ESBL-producing isolate appeared in
February, and it was a PFGE type B strain. PFGE type A and
type B strains were isolated throughout the year, reaching a
maximum in August and February, respectively. They were
isolated from urine infections (30 type A and eight type B),
blood (four type A and five type B), and wound infections
(one type A and one type B). Three PFGE type B strains
were isolated from respiratory infections. Both types were
isolated in at least seven different wards of the hospital.

©2009 The Authors

All of the K. pneumoniae isolates had the same pattern of
multiresistance, showing, in addition to the ESBL-mediated
resistance to penicillins and cephalosporins, resistance to
ciprofloxacin, gentamicin, and tobramycin (Table I). All
isolates with this pattern of multiresistance were uniformly
susceptible to imipenem.

In order to identify the f-lactamases present in these iso-
lates, we amplified the DNA from all ESBL-producing iso-
lates, using the specific primers described previously [10,I1].
Sequencing of the PCR products confirmed the presence of
TEM-I, SHV-1 and CTXM-I5 in all K pneumoniae isolates,
independently of the PFGE type exhibited. Isoelectrofocusing
confirmed the presence of three f-lactamase bands with pls
of 54, 7.6 and 8.6, co-focusing with TEM-I, SHV-1 and
CTXM-15, respectively.

We investigated whether the multiresistant phenotype
exhibited by these isolates was due to the transference of a
unique plasmid encoding the f-lactamases. Plasmid location
of these f-lactamases was demonstrated by conjugation
experiments. Plasmid DNA from two randomly selected iso-
lates from each PFGE type was transferred to E. coli, and
transconjugants growing on Luria—Bertani agar plates
containing 2 mg/L cefotaxime were checked by DDST,
followed by PCR amplification and sequencing with the
specific primers.

The MICs for the E. coli transconjugants are shown in
Table |. As can be observed, in addition to the ESBL-medi-
ated resistance pattern, aminoglycoside (gentamicin and tob-
ramycin) resistance was co-transferred in the same plasmid.
PCR and sequencing analysis of transconjugated plasmids
showed that TEM-I co-transferred with the CTX-M-15 gene
in all of the isolates, independently of the PFGE type.

DNA plasmid analysis showed that transconjugants
derived from clinical isolates with the same PFGE type
harboured the same plasmid. However, they differed from
transconjugants derived from isolates with different PFGE
types. The size of the plasmids determined by the analysis of
the EcoRIl and BamHI restriction enzymes were estimated to
range between 50 kb and 100 kb for all PFGE types.

Interestingly, three isolates of PFGE type A were resistant
to cefoxitin (MIC 128 mg/L). In order to investigate whether
cefoxitin resistance was caused by alterations of the outer
membrane permeability, we analysed the OMPs of suscepti-
ble and resistant K. pneumoniae clinical isolates of PFGE
type A. SDS-PAGE analysis of the OMP of K. pneumoniae
showed only two major proteins, of about 33 kDa and
36 kDa, in the 31-45-kDa range for the cefoxitin-susceptible
isolate (Fig. 2a, lane |), corresponding to OmpA and
OmpK36, respectively. On the other hand, the expression of
the 36-kDa protein was reduced or absent in two cefoxitin-
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TABLE |. MICs of several f-lactam and non-f-lactam antibiotics for the extended-spectrum p-lactamase (ESBL)-producing

Klebsiella pneumoniae isolates and the Escherichia coli transconjugants harbouring the ESBL-encoding plasmids

MIC (mg/L) for:

K. pneumoniae isolates from patients of PFGE type™:

E. coli Hb10I transconjugants
harbouring plasmid from PFGE types:

Antibiotic A B C D E. coli Hb10I A B C D
Amoxycillin—clavulanate 8 to >32 16 to >32 16 to >32 >32 <2 4 4 8 4
Piperacillin—tazobactam 32 to >128 <4-64 <4-64 <4-64 <4 <4 <4 <4 <4
Cefoxitin <4-128 <4-8 <4-16 <4 <4 <4 <4 <4 <4
Ceftazidime 16 to >64 >64 16-64 16 to >64 <l 16 4 4 4
Cefotaxime >64 >64 >64 >64 <l >64 >64 >64 >64
Cefepime 2 to >64 8 to >64 >64 <I-32 <l <l <l <l <l
Imipenem 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
Ciprofloxacin >4 >4 >4 >4 <0.25 <0.25 <0.25 <0.25 <0.25
Gentamicin >16 8to>l6 >16 >16 <l >16 8 8 8
Tobramycin 8to >16 >16 >16 >16 <l 8 8 8 >16

PFGE, pulsed-field gel electrophoresis.

?Range of MICs for all ESBL-producing isolates, each recovered from different patients.

<+— OmpK36
<+— OmpA

(a) :
2 - o

(b) :
i
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FIG. 2. SDS-PAGE (a) and western blotting with anti-OmpK36

serum (b) of outer membrane proteins (OMPs) from the cefoxitin-

B S <— OmpKk36

susceptible Klebsiella pneumoniae clinical isolate (lane I), and their
respective in vivo-selected cefoxitin-resistant mutants (lanes 2, 3 and
4). The bands corresponding to OmpK36 and OmpA are indicated
by arrows on the left of both panels. Only the relevant parts of the

gel and western blot are shown.

resistant isolates (Fig. 2a, lanes 2 and 3, respectively). Inter-
estingly, both OmpK36-deficient strains were also resistant
to ertapenem. By contrast, one of the cefoxitin-resistant iso-
lates did not present alterations in the expression of
OmpK36 (Fig. 2a, lane 4). The porin nature of the 36-kDa
protein present in the cefoxitin-susceptible isolates and
absent or showing reduced expression in two of the resis-
tant isolates was confirmed by western blot analysis, using
specific antibodies (Fig. 2b).

Discussion

The dissemination of ESBL-producing K. pneumoniae in the
hospital setting is a major threat with important therapeutic
and epidemiological consequences, particularly when it affects

wards caring for critically ill patients. Nowadays, CTX-M-2,

CTX-M-3, CTX-M-14 and CTX-M.I5 are the most wide-
spread CTX-M enzymes in different European countries [4].
However, data on ESBL epidemiology in Bosnia-Herzegovina
are scarce.

In this article, we document for the first time the pres-
ence of CTX-M-I15 in one of the most important hospitals of
this country. We show evidence that most of the CTX-M-
15-producing isolates belonged to two predominant clones,
indicating that, at least in part, dissemination of CTX-M-15
through different wards of the hospital was due to the
spread of these clones. Nevertheless, we also demonstrate
that, in both clones, CTX-M-15 genes were found to be
encoded on large transferable plasmids that might contribute
to the endemic situation that is facing this hospital. Further-
more, TEM-1 and the aminoglycoside resistance genes were
co-transferred with CTX-M-15. This phenomenon has been
previously reported; molecular characterization of plasmids
encoding CTX-M-15 from E. coli strains involved in out-
breaks in different countries have demonstrated that they
additionally carried other antibiotic resistance genes, such as
blaoxa.1, blatem.i, tetA, aac(6’)-Ib-cr, and aac(3)-Il [13-15].

Given that f-lactamases degrading cefoxitin are uncom-
mon, cefoxitin is frequently an alternative therapeutic option
for the treatment of hospital-acquired severe infections
caused by multiresistant ESBL-producing K. pneumoniae
strains, such as those described in this work. Nevertheless,
universal susceptibility to this antimicrobial agent in K. pneu-
moniae is no longer guaranteed. Indeed, cefoxitin resistance
development in strains producing ESBLs due to the selection
of mutants with reduced permeability to these antimicrobials
is being increasingly reported [16]. Previous work has shown
that the expression of both major K. pneumoniae porins,

OmpK35 and OmpK36, plays a role in the susceptibility to

©2009 The Authors
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cefoxitin antibiotics, and that mutants lacking or having
reduced expression of both OMPs show reduced susceptibil-
ity to this antimicrobial agent. Nevertheless, in this work, we
document and characterize, for the first time, development
of invivo resistance to cefoxitin in CTX-M-15-producing
K. pneumoniae due to the selection of mutations leading to
the lack of porin expression. As frequently occurs in clinical
ESBL-producing K. pneumoniae isolates [l2], the epidemic
strains described in this work did not express OmpK35,
favouring cefoxitin resistance development through the inac-
tivation of OmpK36. Overall, CTX-M-15-producing K. pneu-
moniae isolates from three of the 36 adult patients infected
with the prevalent clone type A (8.3%) developed cefoxitin
resistance in clinical samples. Two of them were deficient in
the expression of OmpK36, but one did not shown altered
expression of this porin, suggesting that another resistance
mechanism is involved in the observed phenotype. Given that
the disk-based inhibitor phenotypic assay using boronic acid
or cloxacillin excluded the presence of an AmpC-type
enzyme (data not shown), we hypothesized that cefoxitin
resistance may be caused by mutations in the pore structure
[17] or expression of an efflux pump [18].

In summary, we have described for the first time the
emergence of CTX-M-15-producing K. pneumoniae isolates in
Bosnia-Herzegovina, and have characterized the mechanisms
leading to in vivo cefoxitin resistance development due to
porin expression deficiency in two of the CTX-M-15-

producing K. pneumoniae epidemic strains.
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The in vivo activities of imipenem, meropenem, and cefepime were studied in a model of rat pneumonia
caused by a plasmid-mediated AmpC B-lactamase ACT-1-producing Klebsiella pneumoniae strain (K. pneu-
moniae strain 12) and a derivative porin-deficient mutant (K. pneumoniae strain 12dp). No differences between
these activities were seen with K. pneumoniae 12. Only meropenem showed an activity slightly better than that

of imipenem with K. pneumoniae 12dp.

The number of infections caused by gram-negative bacteria
producing plasmid-mediated AmpC-type B-lactamases (PACBL)
has increased in the last 10 years (3, 7, 15, 18), including three
reports of outbreaks (9, 15, 20). The only active B-lactams in those
cases are carbapenems (imipenem, meropenem, and ertapenem)
and zwitterionic cephalosporins (cefepime and cefpirome). How-
ever, cooperation with other mechanisms of resistance, such as
decreased permeability, results in the subsequent elevation of the
MIC:s of antibiotics with good activity, in some cases up to resis-
tance level (2, 3, 10).

The aim of this study was to evaluate the in vivo efficacies of
human regimens of imipenem, meropenem, and cefepime
against a PACBL ACT-1-producing Klebsiella pneumoniae
strain (K. pneumoniae 12) and its derived in vitro-obtained
mutant deficient in porins (K. pneumoniae 12dp) by using a
model of experimental pneumonia in immunocompetent rats.

K. pneumoniae strain 52145 is a clinical isolate that has been
described previously (14). K. pneumoniae strain 12 is a deriv-
ative of K. pneumoniae 52145 containing the PACBL ACT-1 by
conjugation with K. pneumoniae C2 (pMG246) (1). K. pneu-

moniae strain dp is a porin-deficient mutant derived from K
pneumoniae strain 52145, and it was obtained by overnight
culture containing cefoxitin at 64 mg/ml and verified by sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis and West-
ern blot analysis as previously described (8). K. pneumoniae
strain 12dp is a porin-deficient derivative of K. pneumoniae
52145 expressing ACT-1. Expression of the AmpC B-lactamase
in both K. pneumoniae 12 and K. pneumoniae 12dp was verified
by nitrocefin hydrolysis.

Imipenem-cilastatin and cilastatin (Merck Sharp & Dohme-
Chibret, Madrid, Spain), meropenem (Astra Zeneca Pharma,
Madrid, Spain), and cefepime (Bristol-Myers Squibb, Madrid,
Spain) were used according to the manufacturer’s instructions.
MICs of imipenem, meropenem, cefepime, and ertapenem
were determined by the Etest method (AB Biodisk, Solna,
Sweden) and are summarized in Table 1.

Pharmacokinetic studies were done by a single intraperito-
neal dose in male Wistar rats (Harlan Ibérica S. L., Barcelona,
Spain) of 40 mg/kg of body weight for imipenem, 40 mg/kg for
meropenem, or 60 mg/kg for cefepime. Antibiotic concentra-

TABLE 1. In vitro susceptibilities of K. pneumoniae 52145 and its derivative strains

Presence (+) or absence

K. pneumoniae (=) of:

MIC (mg/liter) of”:

strain® ACT-1 Porin Imipenem Meropenem Ertapenem Cefepime
deficiency (<4/8/=16) (<4/8/=16) (<2/4/=8) (=8/16/=32)

52145 - - 0.25 0.03 <0.03 0.03

12 + - 0.25 0.03 <0.03 0.25

dp - + 1 0.03 <0.03 0.3

12dp + + 16 8 >16 2

¢ K. pneumoniae strain 12 is K. pneumoniae 52145 with plasmid-mediated AmpC; K. pneumoniae strain dp is porin (OmpK35 and OmpK36)-deficient K. pneumoniae
52145; K. pneumoniae strain 12dp is K. pneumoniae 52145 with plasmid-mediated AmpC™ porin (OmpK35 and OmpK36) deficiency.
® Values in parentheses are CLSI MIC breakpoints for Enterobacteriaceae as interpretative standard categories of susceptible/intermediate/resistant organisms.

* Corresponding author. Mailing address: Department of Microbi-
ology, Hospital Son Dureta, Andrea Doria no. 55, 07014 Palma de
Mallorca, Illes Balears, Spain. Phone: 34-71-175238. Fax: 34-71-
175185. E-mail: nborrell@hsd.es.

2258

0102 ‘S Aepy uo Ag 610" wse oee woly papeojumoq



VoL. 50, 2006

TABLE 2. Pharmacokinetic parameters of the antimicrobials used
in animal model and +>MIC of the antibiotics for
K. pneumoniae strains 12 and 12dp”

t>MIC (h) for

Antimicrobial K. pneumoniae

Cnax !
(dose in mg/kg) (mg/liter) 1y (h) strain:
12 12dp
Imipenem (40) 49.65 0.52 1.4 1
Meropenem (40) 63.77 0.52 1.4 1.2
Cefepime (60) 209.2 1.1 2.5 24

“ Cinax Maximum serum concentration; t,,,, half-life; t>MIC, time during
which the plasma concentration remained above the MIC. See footnote a of
Table 1 for strain descriptions.

tions in blood were determined by the disk plate bioassay
method (5). Since rats produce dehydropeptidase, which is
able to hydrolyze meropenem (6), cilastatin (1:1) was given
together with meropenem. Estimations of the maximum anti-
biotic plasma concentration (in mg/liter), half-life (in h), and
time during which the plasma concentration remained above
the MIC (in h) were calculated by a linear regression analysis
in an open one-compartment model (Table 2).

The pneumonia model used was a modification of a model
previously developed by Mimoz et al. (12, 13). Rats were in-
traperitoneally anesthetized with ketamine (Pfizer, Madrid,
Spain) (100 mg/kg of body weight) plus xylazine (Sigma-Al-
drich, Madrid, Spain) (10 mg/kg of body weight) and transtra-
cheally inoculated with 10° CFU of K. pneumoniae 12 or 107
CFU of K. pneumoniae 12dp plus 0.5% agar (Oxoid SA, Ma-
drid, Spain). Bilateral pneumonia was observed by standard
techniques (19).

Treatment groups, according to pharmacokinetic parame-
ters, received intraperitoneal injections of 40 mg/kg/2 h for
imipenem or meropenem-cilastatin or 60 mg/kg/4 h for
cefepime. Therapy was started 4 h after bacterial inoculation
and continued for 3 days. Animal sacrifice was performed 8 h
after the last antibiotic dose. The lungs were quantitatively
cultured, and viable bacteria were expressed as log,, CFU/g of
lung. Survival at day 3 was also recorded. A Kruskal-Wallis test
and a Mann-Whitney U test were used for statistical analysis by
the SPSS 8.0 statistical package (SPSS Inc., Chicago, IL).
Emergence of resistance during B-lactam therapy was exam-
ined at the end of each experiment by plating 400 .l of the lung
homogenates onto MacConkey agar with 4 X MIC (mg/liter) of
imipenem, cefepime, or meropenem.

In our study, the introduction of the PACBL ACT-1 in the
K. pneumoniae 52145 strain (K. pneumoniae strain 12) did not
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change the MICs of carbapenems but slightly increased the
cefepime MIC from 0.03 to 0.25 wg/ml. The same strain with
the loss of OmpK35 and OmpK36 porins (K. pneumoniae
strain 12dp), however, had an increase in MICs of imipenem
from 0.25 to 16 mg/liter, of meropenem from 0.03 to 8 mg/liter,
and of cefepime from 0.25 to 2 mg/liter (Table 1). Bradford et
al. (4) demonstrated for the first time in vitro imipenem resis-
tance in K. pneumoniae strains with the combination of ACT-1
and the loss of an outer membrane protein. Similar results
were later reported with other PACBL (11).

Mortality and bacterial counts in the lungs of the animals in
the different groups and with the different strains are summa-
rized in Table 3. The efficacy results in rats with pneumonia
infected with K. pneumoniae 12 and K. pneumoniae 12dp
strains show that antimicrobial activities of imipenem, mero-
penem, and cefepime seem to be adequate for the treatment of
pneumonia caused by AmpC B-lactamase ACT-1-producing
strains with or without porin deficiency, with a reduction of 5
log,, CFU/g and 0% mortality, with no differences between
them (P > 0.05). However, for treated animals infected with K.
pneumoniae plasmid AmpC without OmpK35 and OmpK36
porins, meropenem seems to be more active than imipenem
(P = 0.05). Recently, Pichardo et al. (16, 17) have also dem-
onstrated that carbapenems and cefepime produce similar re-
ductions of the bacterial counts, with imipenem producing the
best clearance in an animal model of pulmonary infection with
a porin (OmpK35 and OmpK36)-deficient K. pneumoniae
strain or with the same strain with a plasmid-mediated AmpC
B-lactamase (FOX-5 or CMY-2). In those studies, only true
stable mutants were selected by cefepime treatment. We did
not observe this phenomenon, even though it may be also
possible that the bacterial density of the lungs in treated ani-
mals was too low to detect such subpopulations, as these mu-
tants are reported to occur in 1 of 10° to 10® wild-type strains
possessing AmpC B-lactamases (11).

We conclude that imipenem, meropenem, and cefepime de-
crease bacterial lung counts in K. pneumoniae strains produc-
ing ACT-1 with or without the presence of porins, probably
due to good antibiotic tissue concentrations (over MIC) by the
compounds. However, little difference could be seen regardless
of the AmpC-type B-lactamase strain used for infection, since
some antibiotics could be slightly more effective in decreasing
lung bacterial burden.

We thank L. Martinez-Martinez (Hospital Marqués de Valdecillas,
Spain) for his critical review of the manuscript.

This work was supported by Instituto Carlos III of Spain through grants
from Fondo de Investigacion Sanitaria (01/0034-02), Red Espafiola de

TABLE 3. Bacterial counts in lungs and mortality for bacterial strains studied with different therapeutic groups and placebo”

Result for K. pneumoniae 12

Result for K. pneumoniae 12dp

Antimicrobial

Bacterial count in

Bacterial count in

No. of % No. of %

animals Mortality lu[r[lfz d(il:l)fl; CSI]:DI]J)/g animals Mortality lu[rllfz d(il:l)nglg (?E)I]j)/ &
Meropenem 24 0 1.71 £ 0.86 20 0 242 +0.74
Imipenem 24 0 1.87 = 1.05 20 0 2.98 = 0.59
Cefepime 23 0 2.00 £ 1.06 20 0 2.77 = 0.45
None 8 50 8.01 £ 1.49 8 50 9.61 = 1.05

“ Dosages were 40 mg/kg/2 h for imipenem and meropenem and 60 mg/kg/4 h for cefepime. See footnote a of Table 1 for strain descriptions.
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Respiratory infections caused by Klebsiella pneumoniae are characterized by high rates of mortality and
morbidity. Management of these infections is often difficult, due to the high frequency of strains that are
resistant to multiple antimicrobial agents. Multidrug efflux pumps play a major role as a mechanism of
antimicrobial resistance in Gram-negative pathogens. In the present study, we investigated the role of the K.
pneumoniae AcrRAB operon in antimicrobial resistance and virulence by using isogenic knockouts deficient in
the AcrB component and the AcrR repressor, both derived from the virulent strain 52145R. We demonstrated
that the AcrB knockout was more susceptible, not only to quinolones, but also to other antimicrobial agents,
including (-lactams, than the wild-type strain and the AcrR knockout. We further showed that the AcrB
knockout was more susceptible to antimicrobial agents present in human bronchoalveolar lavage fluid and to
human antimicrobial peptides than the wild-type strain and the AcrR knockout. Finally, the AcrB knockout
exhibited a reduced capacity to cause pneumonia in a murine model, in contrast to the wild-type strain. The
results of this study suggest that, in addition to contributing to the multidrug resistance phenotype, the AcrAB
efflux pump may represent a novel virulence factor required for K. pneumoniae to resist innate immune defense

mechanisms of the lung, thus facilitating the onset of pneumonia.

Klebsiella pneumoniae is one of the most prevalent nosoco-
mial enterobacterial pathogens, causing infections that range
from mild urinary infections to severe bacteremia and pneu-
monia with a high rate of mortality and morbidity (33). Pul-
monary infections due to K. pneumoniae are often character-
ized by a rapid progressive clinical course complicated by lung
abscesses and multilobular involvement that leaves scant time
to establish an effective antibiotic treatment. In addition, an
increasing emergence of multidrug resistance among K. pneu-
moniae nosocomial isolates has limited the therapeutic options
for treatment of these infections (4).

Fluoroquinolones have been considered an adequate thera-
peutic option; however, several studies indicate that an in-
creasing percentage of Klebsiella strains are resistant to these
antimicrobials (11, 21, 41). Fluoroquinolone resistance has
been associated with mutations in the quinolone resistance-
determining region of the gyr4 and or parC gene (19), coding
for the target proteins DNA gyrase and topoisomerase IV,
respectively. Plasmid-mediated resistance to quinolones has
also been described (23), and its frequency seems to be in-
creasing in recent years (34, 41). Besides topoisomerase mu-
tations and plasmids, altered permeability (usually because of
porin loss) and energy-dependent efflux have also been shown

* Corresponding author. Mailing address: Universitat de les Illes
Balears, Edificio Cientifico-técnico, CAMPUS-UIB, Crtra. Vall-
demosa, km 7.5, Palma de Mallorca 07122, Spain. Phone: 34-971-
173353. Fax: 34-971-259501. E-mail: sebastian.alberti@uib.es.

V Published ahead of print on 26 October 2009.
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to contribute to the fluoroquinolone resistance phenotype in K.
pneumoniae (21, 22). One of the efflux systems involved in this
resistance phenotype is the AcrAB multidrug efflux system that
in K. pneumoniae is encoded by the acrRAB operon. In this
operon, acrR encodes the AcrAB repressor, while acr4 and
acrB encode a periplasmic lipoprotein of 40 kDa, anchored to
the inner membrane, that bridges the outer and inner mem-
branes and an integral membrane protein of 113.5 kDa with 12
membrane-spanning «-helices, located in the cytoplasmic
membrane, respectively (12). AcrB connects with TolC, an
outer membrane protein that belongs to a family of envelope
proteins found in all Gram-negative bacteria and that is essen-
tial for the expulsion of a plethora of compounds (13).

Studies by Mazzariol et al. and Hasdemir et al. reported a
correlation between reduced susceptibility to quinolones and
AcrA overexpression in several quinolone-resistant clinical K.
pneumoniae strains, although the genetic basis of this overex-
pression was not described (17, 24). Schneiders et al. found
that increased AcrAB efflux pump expression in 19 fluoroquin-
olone-resistant K. pneumoniae strains was caused by either
mutations in the AcrAB repressor, AcrR, or overexpression of
the transcriptional regulator RamA (36). However, little is
known about the specific and direct role of the AcrAB multi-
drug efflux pump in the resistance of K. pneumoniae to other
antimicrobial agents.

On the other hand, it is known that some bacterial efflux
pumps export not only antibiotics and other substances, such as
dyes and detergents, but also host-derived antimicrobial agents
(32). In addition, there is accumulating evidence that efflux
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TABLE 1. Oligonucleotide primers used in this study

Name Sequence (5'-3") Target gene Use
AcrU6 GTGGTTAAAACGCTGG acrB internal fragment acrB probe
AcrL3 ATTAATGATGCTCAACCTGATG
AcrB1 AAGCTTAACTTAAACAGGAGC acrB Construction of integrant plasmid pQESS8
AcrB2 TTCGAAGAAGATTAATGATGCTC
AcrRF1 GATTCTAGATGTTGCTCTGC acrR internal fragment acrR probe, construction of integrant plasmid pQE61,
AcrRR1 CGTCGTCTAGAATTGATAC and RT-PCR amplification of acrR
AcrU7 GAGCTGATTGACCAGG acrB internal fragment RT-PCR amplification of acrB
AcrL4 CTGATAAGACATCCCGGTCCA
U681 CGGTTACGGCCAGTGGGAATA ompK36 internal fragment RT-PCR amplification of housekeeping gene ompK36
L1316 GACGCAGACCGAAATCGAACT

pumps that confer clinically relevant antibiotic resistance are
important for the pathogenicity of the bacterium (32). Thus,
different studies have shown that lack of efflux pump expres-
sion by a Gram-negative bacterium has a deleterious effect on
the ability of the bacterium to be pathogenic in animal models
(5, 6, 18, 20, 27, 39). However, the role, if any, that the AcrAB
efflux pump plays in the pathogenesis of K. pneumoniae respi-
ratory infections has not been investigated.

In this work, we constructed knockouts in the AcrAB re-
pressor, AcrR, and in the AcrB efflux system component to test
the role of the AcrAB efflux pump in resistance to fluoroquino-
lones and other antimicrobial agents, including human antimi-
crobial peptides. Finally, we also studied whether the pump
plays any role in K. pneumoniae pneumonia.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains, plasmids and media. K. pneumoniae strain 52145 is a pre-
viously described clinical isolate (serotype 01:K2) (25). A spontaneous rifampin-
resistant mutant derived from strain 52145, designated 52145R, was used in this
study. The Escherichia coli strains used in the cloning experiments were DH5a
and strain S17-1 Apir, in which the pir gene encodes the protein , essential for
replication of plasmid pFS100 (35). Plasmids pCR2.1 and pGEM-T (Invitrogen)
are TA cloning vectors used for cloning PCR products. Plasmid pFS100 was used
to create insertion-duplication mutations by homologous recombination (35).
Bacterial cells were grown in Luria Bertani (LB) broth at 37°C with shaking or
solidified with 1.5% agar. When necessary, media were supplemented with
kanamycin (50 pg/ml) (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain).

DNA procedures. Plasmid DNA was isolated using the Wizard Miniprep kit
(Promega, Madrid, Spain) according to the manufacturer’s instructions. Isolation
of genomic DNA, PCRs, transformations, and conjugations were carried out by
standard techniques (2). T4 DNA ligase and restriction endonucleases were used
following the manufacturer’s recommendations (GE Healthcare, Barcelona,
Spain). DNA fragments prepared by restriction enzyme digestion were separated
by agarose gel electrophoresis and visualized by ethidium bromide staining. For
Southern blot analysis and probe labeling and detection, we used the ECL kit
(GE Healthcare, Barcelona, Spain) according to the manufacturer’s protocol.
The probes for acrB and acrR were obtained by PCR amplification of K.
pneumoniae 52145R genomic DNA with primers AcrU6/AcrL3 and AcrRF1/
AcrRR1, respectively (Table 1).

Generation of acrB and acrR knockouts from K. pneumoniae strain 52145R. To
construct an acrB knockout from K. pneumoniae strain 52145R, the entire acrB
gene obtained by PCR amplification with primers AcrB1 and AcrB2 (Table 1)
was cloned into pCR2.1 to give pQES7. A Kpnl internal acrB 800-bp fragment
from pQES57 was cloned into the = protein-dependent shuttle vector pFS100 to
give plasmid pQES58. To generate an acrR knockout, an internal fragment of the
acrR gene was amplified by PCR from K. pneumoniae 52145R genomic DNA
with primers AcrRF1/AcrRR1. The PCR product was cloned in pGEM-T to give
pQEG60. An EcoRI fragment from pQE60 containing the internal fragment of
acrR was cloned in the shuttle vector pFS100 digested with EcoRI to give plasmid
pQE®61. Plasmids pQES8 and pQE61 were introduced into K. pneumoniae by
conjugation. To select integrants of plasmid pQESS8 or pQE61 into the K. pneu-
moniae chromosome, thereby disrupting expression of acrB or acrR, respectively,

an aliquot of each conjugation was spread on rifampin-kanamycin-containing
agar. One integrant from each conjugation, designated K. pneumoniae
52145AacrB or K. pneumoniae 52145AacrR, was further investigated.

RNA extraction and RT-PCR. Total cellular RNA was isolated from K. pneu-
moniae using the Qiagen Rneasy Mini Kit (Qiagen, Barcelona, Spain) according
to the manufacturer’s instructions. acrB, acrR, and ompK36 transcripts were
detected by reverse transcription (RT)-PCR using primers AcrU7/AcrLA4,
AcrRF1/AcrRR1, and U681/L1316, respectively (Table 1). RT-PCR was per-
formed using the Access RT-PCR system (Promega, Madrid, Spain) by a 45-min
reaction at 48°C using 15 ng of total cellular RNA as a template, followed by a
5-min hot start and 20 to 30 cycles with the following reaction conditions: 94°C
for 30 s, 50°C for 1 min, and 72°C for 2 min. The RT-PCR products were
separated by agarose gel electrophoresis and visualized by ethidium bromide
staining.

Determination of CPS and LPS expression. Capsule polysaccharide (CPS) and
lipopolysaccharide (LPS) expression was quantified by an inhibition enzyme-
linked immunosorbent assay (iELISA). For this purpose, plates were coated with
1 pg of either purified CPS type 2 or LPS O side chain type 1 per well. After a
blocking step with phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.4, containing 1%
bovine serum albumin (BSA), the plates were incubated with serial dilutions of
CPS extracts or LPS extracts and antisera against CPS type 2 or LPS O side chain
type 1, respectively. Bound antibodies were detected with alkaline phosphatase-
labeled goat anti-rabbit immunoglobulin G and developed with p-nitrophenyl
phosphate. Incubations with antisera diluted in PBS-1% BSA were carried out at
37°C for 1 h and were always followed by PBS washes. Known amounts of CPS
and LPS purified by the methods of Wilkinson and Sutherland (43) and Westphal
and Jann (42) were used to construct a standard curve.

Susceptibility testing. The MICs of antimicrobial agents were determined
using Etest strips (AB Biodisk, Solna, Sweden) following the manufacturer’s
instructions.

Bacterial survival experiments. For the bronchoalveolar lavage fluid (BALF)
bactericidal assays, BALF from healthy subjects was collected as previously
described (8). This procedure was approved by the local ethics committee, and
written informed consent was obtained before collection of the human samples.
The BALF (120 to 200 ml from each subject) was centrifuged to eliminate the
cells, and a protease cocktail inhibitor (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) was added
to the supernatants. After lyophilization, the BALF was resuspended in sterile
water to produce a 200-fold-concentrated solution with respect to the initial
BALF volume. BALFs obtained from three different subjects were pooled before
the antimicrobial assay described below was performed. For the bactericidal
assays using BALF, 10° bacterial cells grown to the exponential phase of growth
and resuspended in 150 wl of PBS were mixed with 50 pl of BALF. After 1 h of
incubation at 37°C, viable bacteria were counted by plating appropriate dilutions
on LB agar plates. The BALF bactericidal effect was calculated as the survival
percentage, with the bacterial counts obtained at the beginning of the experiment
set to 100%.

To test the effect of polymyxin B (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain), K. pneu-
moniae strains were grown at 37°C in 5 ml of LB medium and were harvested
(5,000 X g; 15 min; 5°C) in the exponential phase of growth, and a suspension
containing ca. 2.1 X 10° CFU/ml was prepared in 1% (wt/vol) tryptone-PBS (pH
7.4). Then, 10 wl of this cell suspension was mixed in Eppendorf tubes with
polymyxin B (0.1 pg/ml) in a volume of 200 w1, followed by incubation at 37°C for
30 min. In parallel experiments, cells were de-energized with 50 WM carbonyl-
cyanide-m-chlorophenylhydrazone (CCCP). In order to evaluate the effect of
reenergization of cells with glucose, the relative survival was also determined in
bacterial suspensions treated with polymyxin B, exposed or not to CCCP, and
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FIG. 1. Schematic representation of the K. pneumoniae chromosome in the virulent strain 52145R and its isogenic knockouts 52AacrB (A) and
52AacrR (B). DNA fragment sizes in the schematic are not to scale. The black boxes represent the probes used in the Southern blot analysis. The
lines between the black boxes in the knockout genomes represent the DNA plasmids integrated into the chromosome. H indicates HindIII. The
expected sizes of the fragments that hybridize with the probes described above are indicated in kilobases. Southern blot analysis of K. pneumoniae
wild-type and isogenic knockout chromosomes digested with HindIII is shown. Molecular size markers (in kilobases) are shown to the left of the
blots. The expression of the mutated gene in each strain was determined by RT-PCR. For each strain, the product of RT-PCR using primers

specific for acrB, acrR, or ompK36, a control gene, is shown.

treated with glucose (0.4%). Colony counts were determined, and the results
were expressed as percentages of the colony counts of bacteria not exposed to
antibacterial agents.

To test the effect of human neutrophil defensin 1 (HNP-1) (Sigma-Aldrich,
Madrid, Spain), and human B-defensin 1 (HBD-1) and HBD-2 (Preprotech,
Rocky Hill, NJ), a bacterial suspension containing 10> CFU/ml was prepared in
10 mM PBS (pH 6.5)-0.1% tryptic soy broth (TSB)-100 mM NaCl. Next, 5 pl of
this suspension was mixed in Eppendorf tubes with the corresponding defensin
to get a final volume of 25 pl. After 1 h of incubation, the contents of the
Eppendorf tubes were plated on LB agar plates. Colony counts were determined,
and the results were expressed as described above.

All bacterial survival experiments were done with duplicate samples on at least
three independent occasions.

Murine model of pneumonia. Male (16- to 20-g) ICR-CD1 mice (Harlan
Ibérica) were anesthetized and intubated intratracheally using a blunt-end feed-
ing needle (9). Approximately 10° CFU of K. pneumoniae from an early-log-
phase broth culture was suspended in 50 pl of sterile saline solution and inoc-
ulated through the blunt-end needle. At 24 h, 48 h, and 72 h, animals (n = 10 per
group) were sacrificed, and the lungs were aseptically removed and homogenized
for quantitative bacterial cultures. All animal experiments were done according
to institutional and national guidelines and approved by the Experimental Ani-
mal Committee of the institution.

Statistical methods. Comparisons among groups were made by the two-sam-
ple ¢ test or, when the requirements were not met, by the Mann-Whitney U test.
A P value of <0.05 was considered statistically significant.

RESULTS

Genotypic and phenotypic characterization of the K. pneu-
moniae AcrRAB operon knockouts. To investigate the role of
the AcrAB efflux pump in K. pneumoniae antimicrobial re-
sistance and virulence, we constructed two isogenic knock-
outs from the wild-type strain 52145R. This strain was se-
lected due to its high virulence in a murine model of
pneumonia (9). We used insertion-duplication mutagenesis
to interrupt acrB, required for the synthesis of a functional
efflux pump, or acrR, required for the synthesis of the re-
pressor of the expression of the efflux pump. A schematic
representation of the wild-type 52145R and the knockout
52AacrB and 52AacrR chromosomes is shown in Fig. 1.
Southern blot analysis of the genomic DNA of the knock-
outs using specific probes for acrB or acrR confirmed that
two incomplete copies of the genes were generated by the
integration of the plasmid. RT-PCR analysis confirmed that
the mutations abolished the transcription of acrB or acrR. In
both knockout strains, ompK36, a porin-coding gene used as
a control, was transcribed efficiently.
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TABLE 2. Antimicrobial susceptibility (MICs) of K. pneumoniae
52145R and its derived isogenic knockouts,
52AacrB and 52AacrR

MIC?

Antimicrobial agent

52145R 52AacrB 52AacrR
Nalidixic acid 4 0.5 8
Ciprofloxacin 0.06 0.008 0.12
Levofloxacin 0.09 0.006 0.19
Imipenem 0.125 0.125 0.125
Ertapenem 0.012 0.012 0.012
Meropenem 0.03 0.03 0.03
Cefoxitin 8 4 32
Cefotaxime 0.125 0.06 4
Erythromycin 32 8 32
Tetracycline 2 0.25 4
Chloramphenicol 2 1 4
Tobramycin 0.25 0.125 0.25
Gentamicin 0.25 0.06 0.25

“ MICs are expressed in pg/ml.

Role of the AcrAB efflux pump in K. pneumoniae antimicro-
bial resistance. The susceptibilities of the wild-type K. pneu-
moniae strain 52145R and its derived isogenic efflux pump
knockouts, 52AacrB and 52AacrR, to a number of antibiotics
were determined (Table 2). It is noteworthy that the MICs of
most of the antibiotics tested in strain 52145R were low. How-
ever, we observed differences in the MICs of various antibiotics
between the wild-type strain and the knockouts. As expected,
the MICs of all quinolones were lower for 52AacrB than for
the wild type, whereas a slight increase in the MICs was ob-
served for 52AacrR. The same trend was observed for B-lac-
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tams. MICs were lower for 52AacrB and higher for 52AacrR
than for the wild-type strain. The MICs of carbapenems were
similar for all strains. The MIC of erythromycin was dramati-
cally reduced in the acrB knockout, while there were modest
decreases in the MICs of tetracycline, chloramphenicol, and
the aminoglycosides.

Altogether, these results confirm the reliability of our knock-
outs and indicate that the AcrAB efflux pump is involved in the
expulsion of different antimicrobial agents.

The role of the AcrAB efflux pump in K. pneumoniae pneu-
monia. We explored whether the AcrAB efflux pump plays any
role in resistance against the antibacterial agents found in the
BALF. The efflux pump knockout 52AacrB was more suscep-
tible to BALF than the wild-type strain 52145R. One hour of
incubation in the presence of BALF was enough to kill the
knockout 52AacrB (5% = 3% survival), whereas the survival
rates of the parent strain 52145R and the knockout 52AacrR
were less affected (53% = 5% and 62% =+ 7% survival, respec-
tively). Given that antimicrobial peptides are among the array
of antibacterial compounds present in BALF, we hypothesized
that 52AacrB could be more susceptible to these agents than
52145R. Thus, we tested the sensitivities of 52145R and the
knockouts to different antimicrobial agents (Fig. 2). Polymyxin
B is considered a model of antimicrobial-peptide action (16),
whereas HNP-1, HBD-1, and HBD-2 are three antimicrobial
peptides reported to be present in human BALF (1, 15). Con-
firming our hypothesis, 52AacrB was significantly more suscep-
tible to polymyxin B, HNP-1, HBD-1, and HBD-2 (Fig. 2) (P <
0.05) than 52145R. These differences were not due to reduced
expression of CPS and LPS, molecules involved in resistance to
antimicrobial peptides in K. pneumoniae (8), because 52145R

l | I
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FIG. 2. Resistance of K. pneumoniae 52145R and the derived knockouts 52AacrB and 52AacrR to polymyxin B and human antimicrobial
peptides. Bacterial cells were incubated with polymyxin B (0.1 wg/ml) (A), HNP-1 (30 wg/ml) (B), B-defensin 1 (0.1 wg/ml), or B-defensin 2 (0.1
pg/ml). The survival of bacteria (percentage of colony counts of cells not exposed to the agents) is shown. Each point represents the mean and
standard deviation of at least three independent experiments run in duplicate. Significant survival differences between the strains (P < 0.05) are

indicated by asterisks.

6002 ‘0z Jequiada( uo Ag Bio wse-oee wolj papeojumod



VoL. 54, 2010

100 -
90 |
80 |
70 -
60
50 - *
40 -
30 |
20
10
0+

% Relative survival

Polymyxin B (32 units/ml) + - + +
CCCP (50 mM) - + + +
Glucose (0.4%) - - - +

FIG. 3. Effect of polymyxin B on K. pneumoniae 52145R. Bacterial
cells were exposed to polymyxin B (0.1 pg/ml) alone or in the presence
of glucose (0.4%), CCCP (50 pM), and CCCP plus glucose. The
survival of bacteria is expressed as the percentage of the colony counts
of cells not exposed to polymyxin B after 1 h of incubation. The error
bars display the standard deviations from the mean of three experi-
ments, each one run in duplicate. Significant survival differences (P <
0.05) are indicated by the asterisk.

and 52AacrB expressed similar amounts of both polysaccha-
rides (data not shown). The results also showed that 52AacrR
was slightly more resistant to polymyxin B and HNP-1 than the
wild type, although the differences were not statistically signif-
icant.

To further confirm the role of the energy-driven efflux pump
of antimicrobial peptides, we asked whether dissipation of the
proton-motive force increases susceptibility to polymyxin B.
An uncoupler, CCCP, was used to interfere with proton-mo-
tive force-dependent efflux pumps. CCCP greatly reduced the
survival of 52145R against polymyxin B (Fig. 3), indicating that
polymyxin B was pumped out by a mechanism that required
energy. In turn, the addition of glucose to CCCP-treated cells
increased the relative survival rate to levels similar to those
observed in untreated bacteria (Fig. 3).

Finally we tested the ability of the knockout 52AacrB to
cause pneumonia in a mouse model. Mice were infected intra-
tracheally with 52145R or 52AacrB, and the bacterial loads in
lung homogenates were determined at days 1, 2, and 3 postin-
fection. As shown in Fig. 4, lungs from mice infected with the
acrB knockout presented significantly lower (asterisks in Fig.
4) (P < 0.05) bacterial loads than those infected with the
wild-type strain.

DISCUSSION

Sequencing analysis of the genomes of a wide variety of
bacterial species has indicated that most of them encode sev-
eral efflux pump systems. K. pneumoniae encodes an AcrAB
system homologous to the system described in E. coli. In ad-
dition, only a few similar multidrug efflux systems have been
characterized in Klebsiella spp. (14, 28, 10), although the se-
quencing data for K. pneumoniae strain MGH78578 indicate
that many others potentially are present. In general, most of
the clinical studies have focused on the roles of these efflux
pumps in antibiotic resistance. However, it is reasonable to
postulate that the function of these efflux pumps within the
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FIG. 4. Effect of AcrAB efflux pump deficiency on K. pneumoniae
lung infection in vivo. Mice (n = 10 per group) were intratracheally
inoculated with the wild-type strain 52145R (gray bars) or the AcrB-
deficient strain 52AacrB (white bars). The number of bacterial cells in
lung homogenates was determined at 24, 48, and 72 h postinfection.
The results that are significantly different from those in untreated
controls are denoted by asterisks.

human body is the export of toxic compounds present in their
natural environment, such as bile salts, fatty acids, and hor-
mones. Furthermore, few studies have studied the contribu-
tions of these efflux pumps to bacterial virulence.

In this study, we have characterized the contribution of the
K. pneumoniae AcrAB efflux pump in resistance to quinolones
and other antibiotics by using acrB and acrR knockouts derived
from the virulent strain 52145R. acrB deficiency resulted in an
increased susceptibility to quinolones, which is consistent with
previous reports showing that overexpression of AcrB due to
mutations in acrR caused resistance to ciprofloxacin in several
K. pneumoniae clinical isolates (17, 24, 36). Moreover, we ob-
served a decrease in the MICs of erythromycin, tetracycline,
chloramphenicol, amynoglycosides, and B-lactams, except car-
bapenems, for 52145AacrB in comparison with those for the
wild-type strain, indicating that this efflux system may recog-
nize multiple substrates, as already noted for the homologous
proteins from Enterobacter cloacae and E. coli (26, 31). This
fact suggests that this efflux pump system, in combination with
extended-spectrum B-lactamases and porin deficiency, may sig-
nificantly contribute to the multidrug resistance phenotype ob-
served in some epidemic K. pneumoniae strains and supports
the idea that the involvement of efflux pumps in B-lactam
resistance is especially underestimated in clinical isolates (29).

The acrR knockout showed a moderate increase in the MICs
of most of the antimicrobial agents tested compared to the
parent strain, 52145R. In contrast with previous studies, where
mutations in the repressor led to a marked increase in resis-
tance to quinolones due to overexpression of AcrAB (24, 36),
in this work, AcrR deficiency did not increase the MICs of
quinolones dramatically. There are two nonexclusive hypoth-
eses to account for this result. First, there must be other fac-
tors, such as RamA, involved in the regulation of the expres-
sion of this efflux pump in this strain. Second, other

6002 ‘0z Jequiada( uo Ag Bio wse-oee wolj papeojumod



182 PADILLA ET AL.

mechanisms of resistance (i.e., other efflux pumps) can be
required for the strain to become resistant to quinolones.

In this study, we have presented evidence showing that the
K. pneumoniae AcrAB system also mediates resistance against
antimicrobial peptides reported to be present in the lung.
Thus, HBD-1 and HBD-2 are synthesized by airway epithelial
cells, whereas HNP-1 is released by neutrophils recruited to
the site of infection. Furthermore, the concentrations tested
were within the range reported to be present in the respiratory
fluid of healthy subjects (15), giving physiological relevance to
our work. Interestingly, the AcrAB homologue of the plant
pathogen Erwinia amylovora mediates resistance to plant-de-
rived antibacterial toxins, such as flavonoids, isoprenoids, and
alkaloids (7).

Until now, few efflux pumps have been shown to mediate
resistance against antimicrobial peptides, the best-character-
ized examples being the MtrC-MtrD-MtrE efflux pump from
Neisseria gonorrhoeae and Neisseria meningitidis, the MexAB-
OprM efflux pump from Pseudomonas aeruginosa, and the ef-
flux pump/potassium antiporter from Yersinia enterocolitica
(37, 40, 30, 3). Therefore, it is tempting to postulate that one of
the primary roles of efflux pumps is to pump out antimicrobial
agents present in the host tissues. Not surprisingly, antimicro-
bial peptides are considered one of the first barriers against
infections of the innate immune system.

In vivo experiments revealed lower bacterial loads in the
lungs of mice infected with 52AacrB than in those infected with
the wild-type strain. Although significant, these differences
were not dramatic, perhaps because other virulence factors,
such as CPS or LPS (9, 38), that play major roles in the
outcome of pneumonia masked the effects. However, this ef-
flux system may play a crucial role in bacterial resistance
against early host defense mechanisms in those strains overex-
pressing AcrAB selected in vivo during therapy with quino-
lones. Thus, the association between overexpression of the
AcrAB efflux system and resistance to the antimicrobial pep-
tides may raise a serious concern about the use of some anti-
microbial agents for the treatment of pneumonia in immuno-
compromised patients.

In summary, in this article we described the use of two
specific knockouts, 52AacrB and 52AacrR, to test the effects of
the AcrAB efflux system on antimicrobial resistance and viru-
lence. We demonstrated that the system is involved in resis-
tance not only to quinolones, but also to other antimicrobial
agents. We further showed a novel role for the K. pneumoniae
AcrAB system: resistance to host antimicrobial peptides. The
finding of this novel function stimulates the idea of developing
and seeking inhibitors affecting the efflux systems.
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