Programa PIRASOA

Laboratorio de referencia para tipado molecular de patbgenos nosocomiales y
deteccion de mecanismos de resistencia a antimicrobianos de interés sanitario de
Andalucia. Hospital Virgen Macarena. Sevilla

Memoria cientifica del Laboratorio de Referencia 2019

1. Resumen de la actividad

Muestras recibidas

En 2019 se han recibido 930 aislados para caracterizacion del mecanismo de resistencia
y tipado molecular, lo que supone un incremento del 63% con respecto al numero de
aislados recibidos en 2018 (que se recibieron 569 aislados) (Figura 1). El
microorganismo remitido con mas frecuencia ha sido K. pneumoniae (34,9%), seguido
por A. baumannii (21,2%) y S. marcescens (8,8%). En la Tabla 1 se muestra la
distribucién de especies bacterianas y principales determinantes de resistencia
detectados. Hay que incluir, ademas de los patégenos multirresistentes habituales, 46
aislados de L. monocytogenes del brote andaluz de esta especie de agosto y 43 (4,6%)
aislados que no se analizaron porque no cumplian los criterios de aceptacion.

Figura 1
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Tabla 1. Distribucién de microorganismos recibidos y los determinantes de resistencia

principales identificados.

Especie bacteriana determinante N° %
K. pneumoniae (n = 325) BLEE 41 13
CTX-M-1 gr 35 85
SHV gr 2 5
CTX-M-1 gr + SHV gr 4 10
BLEE+pAmpC 2 1
pAmMpC 2 1
Carbapenemasa 264 81
KPC gr 34 13
KPC gr + CTX-M-1 gr 4 2
KPC gr + VIM gr 2 1
KPC gr + pAmpC 3 1
OXA-48 gr 2" 1
OXA-48 gr + CTX-M-1 gr 106 40
OXA-48 gr + CTX-M-1 gr + SHV gr 17 6
OXA-48 gr + CTX-M-1 gr + pAmpC 10 4
VIM gr 3 1
VIMgr + CTX-M-1 gr 22 8
VIM gr + SHV gr 1 0
VIM gr + CTX-M-1 gr + pAmpC 3 1
VIM gr + pAmpC 10 4
IMP gr 3 1
IMP gr + OXA-48 gr + CTX-M-1 gr + SHV gr 1 0
NDMgr + CTX-M-1 gr 23 9
NDM gr + CTX-M-1 gr + pAmpC 1 1
NDM gr + SHV gr + pAmpC 1 1
NDM gr + CTX-M-1 gr + SHV gr + pAmpC 1 1
Ninguno 8 2
Anulado 8 2
K. oxytoca (n = 19) Carbapenemasa 19 100
VIM gr 4 21
VIM gr + pAmpC 1 5
VIM gr + CTX-M-1 gr + pAmpC 11 58
OXA-48 gr + CTX-M-1 gr 1 5
IMP gr 1 5
KPC gr 1 5

BLEE= beta-lactamasa de espectro extendido; pAmpC= AmpC de codificacién plasmidica
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Especie bacteriana determinante N° %

E. cloacae (n =54) BLEE 7 13
SHV gr + pAmpC 7 100

Carbapenemasa 41 76

IMP gr 1 2

KPC gr 1 2

VIM gr 5 12

VIM gr + CTX-M-1 gr 4 10

VIM gr + CTX-M-9 gr 3 7

VIM gr + pAmpC 2 5

VIM gr + SHV gr 14 34

OXA-48 gr 1 2

OXA-48 gr + CTX-M-1 gr 3 7

OXA-48 gr + CTX-M-9 gr 1 2

Ninguno 6 11

Otras enterobacterias (n =123) BLEE 8 7
CTX-M-1 gr 7 88

CTX-M-9 gr 1 13

Carbapenemasa 35 28

VIM gr 2 6

VIM gr + SHV gr 1 3

VIM gr + pAmpC 6 17

VIMgr + CTX-M-1 gr 2 6

OXA-48 gr 9 26

OXA-48 gr + SHV gr 2 6

OXA-48 gr + CTX-M-9 gr 2 6

OXA-48 gr + CTX-M-1 gr 2 6

OXA-48 gr + pAmpC 1 3

KPC gr 3 9

KPC gr + VIM gr + pAmpC 1 3

NDM gr 3 9

Ninguno 80 65

A. baumannii (n =191) Carbapenemasa 187 98
OXA-23 99 53

OXA-58 77 41

OXA-58 + OXA-24/40 4 2

OXA-24/40 7 4

Ninguno 4 2

Pseudomonas (n =75) BLEE 2 3
Carbapenemasa 23 31

IMP gr 14 61

VIM gr 19 83

Ninguno 40 53

S. aureus (n =41) mecA 28 68
resistencia a Daptomicina 6 15

Ninguno 7 17

Enterococcus (N =9) E. faecalis vanA 1 11
E. faecium vanA 6 67

E. faecium vanB 2 22

E. faecium resistente a Daptomicina 1 11

Ninguno 2 22
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BBLEE= beta-lactamasa de espectro extendido; pAmpC= AmpC de codificacién plasmidica

Los aislados caracterizados fueron remitidos en 457 episodios (considerando cada
episodio el conjunto de aislados de la misma especie y determinante de resistencia
enviado por el mismo laboratorio) procedentes de 28 centros. Esto supone un
incremento en el numero de episodios del 78% con respecto al afio anterior (257
episodios en 2018). El Hospital Virgen de las Nieves fue el que mas aislados envié (19%)
(Tabla 2).

Tabla 2. Distribucién de centros remitentes de aislados en 2019

N° aislados

H Virgen de las Nieves 181
H Virgen Macarena 111
H Campus de la Salud 78
H Torrecardenas 77
H La Inmaculada 61
H Regional de Malaga 55
H de Poniente 54
CH de Jaén 48
H Valle de los Pedroches 41
H Puerta del Mar 28
H Virgen del Rocio 28
H Virgen de la Victoria 23
H de Valme 23
H Punta de Europa 20
H Alto Guadalquivir Andujar 18
H Infanta Elena 12
H de Jérez 12
H San Juan de Dios Aljarafe 10
H Reina Sofia 9
H Juan Ramon Jiménez 9
H San Juan de Dios Sevilla 7
H Costa del Sol 4
H Infanta Margarita 4
H de la Linea 2
H de Montilla 2
H de la Merced 2
H Quirén Malaga 2
H Serrania de Malaga 1
Otros 8
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2. Caracterizacion de brotes
a) K. pneumoniae productor de KPC-3

En agosto de 2012 se detect6 por primera vez el clon ST512 productor de KPC-3
originado a partir de un caso indice de un paciente procedente de Italia. Durante 2019 se
han caracterizado 33 aislados de este clon, suponiendo esto un ligero aumento del
numero de aislados respecto al 2018 (28 aislados en 2018, aumento del 18%). Se
mantiene la tendencia de un menor nimero de centros afectados que se observé en
2017 y 2018, concentrandose los aislados de este clon, recibidos en el laboratorio, en las
provincias de Jaén y Cadiz (Tabla 3).

Tabla 3. Distribucién de los aislados de ST512/KPC-3 en 2015-2019

N° aislados

Provincia/centro 2015 2016 2017
Cérdoba
H Reina Sofia 35
H Infanta Margarita 7
HARE del Guadiato 2
H de Montilla
H de Puente Genil
H Valle de los Pedroches 3

N W o

Jaén
H Alto Guadalquivir de Andujar 9 7 15 10
H de Jaén 2 1 3 10

gl

Cadiz
H SAS de Jerez 20 1 3
H Puerta del Mar 5 20 16 5
H Puerto Real 1
H San Carlos 4 1

Seuvilla
H de la Merced de Osuna
H Valme
H Virgen de Rocio
H Virgen Macarena

P NN -

Huelva
H Infanta Elena 1

Malaga
H Virgen de la Victoria 2

Granada
H Campus de la Salud 1
H Virgen de las Nieves 1
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En noviembre de 2015 se detecta por primera vez el clon ST258 productor de KPC-3 en
un paciente ingresado en el H. Virgen de las Nieves de Granada. En 2016 se analizaron
22 aislados, en 2017 3 aislados, en 2018 4 aislados y en 2019 1 aislado. Estos aislados
fueron remitidos desde Hospital Virgen de las Nieves, indicando que, aunque hayan
disminuido notablemente, persisten en esa area sanitaria.

En 2019, a diferencia de otros afios, no se detecta blakrc-3 en ningun clon que no
pertenezca al complejo ST512/258.

b) K. pneumoniae productor de 0XA-48

En general, considerando todas las especies de Gram negativos excepto A. baumannii, los
productores de O0XA-48 en 2019 suponen el 44% de los productores de
carbapenemasas, siendo la especie K. pneumoniae la mas importante (88% de todos los
aislados productores de 0XA-48). En 2019 se han caracterizado un total de 152 aislados
de K. pneumoniae productores de OXA-48, siendo un nimero importante productores
también de enzimas BLEE del grupo CTX-M-1 (87%). Estas cifras de aislados de esta
especie con este determinante son superiores a los afios precedentes (incremento del
157% respecto al 2018, Figura 2).

Figura 2.
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En este incremento se debe a dos fendmenos: por una parte el aumento de los clones
mayoritarios y por otra el aumento de los clones minoritarios (Figura 2). Se observa un
ligero aumento de los clones ST11, ST15, ST307, ST392, ST147 y ST405, que suponen el
65% de todos los aislados (un incremento del 16% de prevalencia de clones
mayoritarios respecto a 2018), siendo el mas significativo el del clon ST307 (45% de
todos los productores de 0XA-48) en tres hospitales (Tabla 4). En este clon se observan
tres clusters: 1) un cluster que relaciona tanto aislados del Hospital Virgen de las Nieves,
Hospital Campus de la Salud, y Hospital de Poniente; 2) un segundo cluster especifico
unicamente del Hospital Campus de la Salud; y 3) un cluster diferenciado de los aislados
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del Hospital Regional de Malaga con los del Hospital Maritimo y del Hospital Punta de
Europa (Figura 3).

Figura 3. Distribucion de los aislados ST307/0XA-48+/-CTX-M-15 del afio 2019
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Arbol filogénético creado con la similitud detectada en el Xbal PFGE relacionando los
perfiles mediante UPGMA
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Tabla 4. Distribucién geografica de los centros hospitalarios de los clones mayoritarios
que han remitido aislados de K. pneumoniae productor de OXA-48 con o sin CTX-M-15
en 20109.

clon / centro Provincia 2016 2017 2018 2019
ST11 (n=21) (n=18) (n=4) (n=7)
H Virgen de la Victoria Malaga 14 1 5
H Regional de Malaga Malaga 2
H Costa del Sol Malaga 6
H Campus de la Salud Granada 1
H Puerta del Mar Cadiz 6 1
H Punta de Europa Cadiz 1 1
H Costa del Sol Mélaga 1
H Jaén Jaén 10
ST15 (n=6) (n=17) (n=10) (n=20)
H Virgen de la Victoria Malaga 4 3
H Regional de Malaga Malaga 9 1
H Infanta Margarita Cordoba 2
H Virgen Macarena Seuvilla 2 2 4
H Utrera Sevilla 1
H Valme Sevilla 3
H Jaén Jaén 1
H Virgen de las Nieves Granada 1 1 1
H Campus de la Salud Granada 5 9
H Torrecardenas Almeria 1 3
ST307 (n=5) (n=6) (n=11) (n=69)
H Campus de la Salud Granada 3 1 2 30
H Virgen de las Nieves Granada 2 5 2 10
H Regional de Méalaga Malaga 4 21
H Virgen de la Victoria Malaga 3 4
H Torrecardenas Almeria 2
H Punta de Europa Cadiz 2
ST392 (n=4) (n=5) (n=1)
H Virgen Macarena Sevilla 2
H San Juan de Dios Sevilla Sevilla 2
H Valme Sevilla 1
H Nisa Sevilla 4
H Virgen de las Nieves Granada 1
ST147 (n=2) (n=4) (n=3)
H Virgen de la Victoria Méalaga 2
H Torrecardenas Almeria 3
H Poniente Almeria 1
H Campus de la Salud Granada 1
H Virgen de las Nieves Granada 1

No obstante, como se ha comentado antes, este incremento no es so6lo debido a clones
mayoritarios, ya que se observa un incremento de aislados de clones minoritarios del
76% respecto a 2018, manteniendose la tendencia que ya se observaba en afos
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anteriores de la cada vez mas frecuente captacion de este gen por clones minoritarios
que vehiculizan también CTX-M-15.

c) Bacterias Gram negativas productoras de metalo-betalactamasas

En 2019 disminuyen ligeramente las cifras de los bacilos Gram negativos productores de
metalobetalactamasas (-8%), que habian aumentado significativamente en 2017 y 2018,
representando este grupo de determinantes el 43% de los Gram negativos productores
de carbapenemasas (Figura 4), exceptuando A. baumannii.

Figura 4. Evolucion anual 2014-2018 de los aislados productores de carbapenemasas
remitidos al Laboratorio de Referencia.
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Se han remitido 115 aislados productores de VIM (VIM-1 n= 102; VIM-2, n = 12 y un
aislado con una variante nueva de VIM-2), lo que supone un incremento del 12%
respecto al 2018. La especie mas importante fue K. pneumoniae (41 aislados, 35,3%), a
diferencia de 2018 que fue P. aeruginosa, predominando el clon ST15/VIM-1+CTX-M-15
(19 aislados, 46%). Los aislados del clon ST15/VIM-1+CTX-M-15 forman un cluster de
reciente aparicion (se detecté por primera vez en 2017) que se distingue de otros
aislados productores de otras carbapenemasas del clon ST15 (Figura 5), y
perteneciendo todos ellos al mismo cgST (3266). Este linaje se detecta en los hospitales
de la provincia de Huelva y Sevilla, observandose agrupaciones mixtas intercentros
(Figura 6). La segunda especie mas importante fue E. cloacae (28 aislados, 24%), donde
predominan el clon ST78/VIM-1+SHV-12 (5 aislados) que persiste en el Hospital Virgen
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de la Nieves y el clon ST90/VIM-1+SHV-12 en el Hospital Puerta del Mar que aparece
por primera vez en 2019 (6 aislados).

Figura 5. Distribucion de los aislados de ST15 de 2014-2019.

3267
CTXM-15
CTXAM-15
OXA-A8+-CTX-M-15
VIM-1+CTX-M-15
NDM-5+CTX-M-15
IMP-8+CTX-M-15
Ctras BLEEs
Ninguna

1419

Arbol filogénético creado con la similitud detectada en el Xbal PFGE relacionando los
perfiles mediante UPGMA

Figura 6. Distribucion de los aislados del linaje ST15/VIM-1+CTX-M-15/cgST3266.
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Arbol filogénético creado con la similitud detectada en el Xbal PFGE relacionando los
perfiles mediante UPGMA

En cuanto a productores de NDM, se han remitido 29 aislados, lo que supone una
disminucion del 34% respecto al afio anterior. Se detecta este grupo de determinantes
sblo en dos especies: K. pneumoniae y E. coli y se detectan 3 enzimas (NDM-1, NDM-5 y
NDM-7). El enzima NDM-1 se detecta en multiples clones diferentes en 3 hospitales de
Malaga y Almeria (Tabla 5), lo que supone un aumento respecto a 2018, que se detecté
en un solo aislado. Entre los productores de NDM-7 predomina el clon ST11,
disminuyendo el nimero de aislados respecto al ano anterior cuando habia un brote en
el Hospital de Torrecardenas (disminucion del 72%). Todos los productores de NDM-5
pertenecen al clon ST15/cgST58, que constituye un linaje distintivo y nuevo en nuestra
region del clon ST15 (Figura 5) y se detecta en dos hospitales, suponiendo un aumento
respecto a 2018 que se detectdé inicamente en 3 aislados de E. coli.

Tabla 5. Distribucion de los aislados productores de NDM grupo en 2019.

Enzima Especie clon Centro (n° de aislados
NDM-1 K. pneumoniae ST307 H Costa del Sol (n=1)
H Regional de Malaga (n=1)
ST870 H Regional de Malaga (n=2)
ST147 H Costa del Sol (n=2)
ST45 H Regional de Malaga (n=1)
ST463 H Regional de Malaga (n=1)
ST873 H Torrrecardenas (n=1)
E. coli ST244 H de Poniente (n=1)
ST117 H Costa del Sol (n=1)
NDM-7 K. pneumoniae ST11 H Torrecardenas (n=10)
ST307 H Virgen de la Victoria (n=1)
E. coli ST1087 H La Inmaculada (n=1)
NDM-5 K. pneumoniae ST15 H Virgen de las Nieves (n=5)

H Alto Guadalquivir Andujar (n=1)

En cuanto a IMP, se remitieron en 2019 21 aislados, lo que supone una disminucion del
36% respecto al afio anterior (33 aislados en 2018). Se observa que predominan los
aislados productores de IMP-8 y que persisten los mismos clones de P. aeruginosa
productores de 3 tipos diferentes de IMP en el Hospital Virgen de las Nieves de 2018
(Tabla 6).
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Tabla 6. Distribucidn de los aislados productores de IMP grupo en 2019

N° de aislados (clon)

Centro/Especie IMP-16 IMP-23
H Campus de la Salud

E. cloacae 1 (ST413)

K. pneumoniae 4 (ST15,

ST1873)

H Virgen de las Nieves

P. aeruginosa 5 (ST348) 7 (ST253) 1(ST175)
H de Poniente

K. pneumoniae 1(ST464)
H La Inmaculada

P. aeruginosa 1 (ST253)
H de Jerez

K. oxytoca 1(ST2)

En 2019 se han caracterizado 4 aislados con dobles carbapenemasas, cifra similar a
2017y 2018.

d) K. pneumoniae productor de CTX-M-15

Se han analizado 41 aislados de K. pneumoniae productores de enzimas BLEE del grupo
CTX-M-1 procedentes de 14 hospitales pertenecientes a 15 clones, lo que supone una
disminucion respecto al afio anterior del 55% (91 aislados en 2018). Se observa que hay
2 clones que se detectan en mas de un centro (18 aislados en total, 44% de todos los
aislados productores de CTX-M-1 grupo). En la Tabla 7 se muestra la evolucidn anual de
estos dos clones, con una clara disminucién respecto al afio anterior que indica una
resolucion o mejor control de los brotes del 2018.
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Tabla 7. Distribucion de los aislados productores de CTX-M-1 grupo en 2019

clon / centro Provincia
ST307 (n=14) (n=8) (n=32) (n=8)
H Infanta Margarita Cordoba 1
H Campus de la Salud Granada 5 1
H Virgen de las Nieves Granada 1
H Valme Seuilla 3 1
H Virgen de la Victoria Mélaga 1 1 2
H Virgen del Rocio Seuvilla 4 3 4
H de la Merced Sevilla 1
H. Poniente Almeria 1 2
H. Infanta Elena Huelva 1 2
H. Jaen Jaen 1 4
H. San Juan de Dios Aljarafe Sevilla 1
H Puerta del Mar Cadiz 18
H Torrecardenas Almeria 1
H Valle de los Pedroches 3
ST392 (n=7) (n=26) (n=9) (n=10)
H Poniente Almeria 1 3 1
H San Cecilio Granada 1
H San Juan de Dios Aljarafe Sevilla 4 4 7 4
H Virgen del Rocio Seuvilla 1
H Virgen Macarena Seuvilla 10 1
H Costa del Sol Malaga 9
H Alto Guadalquivir Andujar Jaen 1 4
H Juan Ramon Jiménez Huelva 1

e) K. pneumoniae productor de AmpC plasmidica

Se ha analizado 2 aislados de K. pneumoniae productores de una AmpC plasmidica del
grupo DHA pertenecientes al mismo clon del Hospital de Torrecardenas. Ademas, en el
7% de los productores de carbapenemasas se detecta la co-producciéon de una AmpC
plasmidica.
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e) A. baumannii productor de carbapenemasa

Durante 2019 se han analizado 196 aislados remitidos por 10 hospitales (ver Tabla 9),
lo que supone un aumento del 114% respecto al afio anterior (85 aislados en 2016, 59
en 2017 y 92 en 2018). No se han detectado clones que en 2018 se remitieron al
laboratorio, como el ST745/0XA-58 y ST98/0XA-58.

Tabla 8. Distribucidn geografica de los centros hospitalarios que han remitido aislados
de A. baumannii productor de carbapenemasa.

clon/centro 2015
ST2/0XA-23 (n=33)
H Alto Guadalquivir de Andujar 3
H Costa del Sol 2
H San Juan de Dios, Aljarafe 6
H San Juan de Dios, Sevilla 13
H Virgen de la Victoria 7
H Virgen Macarena 2
H Valme

H Regional de Malaga
H Infanta Elena

H Jaén

H Campus de la Salud
H Virgen del Rocio

H Utrera

H Virgen de las Nieves
H Jérez

H Reina Sofia

H Torrecardenas

ST2/0XA-58

(n=15)

H Costa del Sol 10
H Regional de Malaga 5
H La Inmaculada

H Torrecardenas

H Poniente

H Campus de la Salud

H Virgen de las Nieves

H Puerta del Mar

H Jaen

H Infanta Elena

ST745/0XA-58

HARE Valle de los Pedroches

H Puerta del Mar

H Jerez

H Costa del Sol

H Punta de Europa

H Alto Guadalquivir de Andujar
ST2/0OXA-58+0XA-24

H La Inmaculada

2016
(n=19)

12

(n=24)
9

o]

(n=21)

g~ O

2017 2018 2019
(n=55)

(n=52) (n=98)
2 2
7 2 7
3 6
4 11 23
2
10 27 5
11
8 1
10
4 29
1
1
29
(n=19) (n=76)
17 44
11
1
20
1
1
(n=17)
16
1
(n=4)
4
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Han aumentado tanto el clon ST2/0XA-23 (un 35% remitidos de hospitales de Sevilla)
como el clon ST2/0XA-58, (un 74% remitidos de hospitales de Almeria), aunque estos
dos linajes han incrementado su numero de forma diferente. En los aislados del clon
ST2/0XA-23 se observa tres agrupamientos claros (Figura 7): 1) un clister mixto de
aislados del Hospital Virgen de las Nieves y del Hospital de Torrecardenas; 2) un clister
en el que predominan aislados del Hospital Virgen de las Nieves, pero que incluye
también aislados del Hospital Campus de la Salud; y por ultimo, 3) un cldster mas
heterogéneo que incluye aislados de 4 hospitales de Sevilla y del Hospital Infanta Elena.
En cambio, la distribucién del clon ST2/0XA-58 muestra un dnico agrupamiento, con
aislados muy préximos entre si procedentes de 4 centros practicamente en su totalidad
en 4 centros (Figura 8). En 2019 se detectan por primera vez aislados productores de
dos OXAs (0OXA-58 y 0XA-24/49).

Figura 7. Distribucion de los aislados ST2/0XA-23 del afo 2019
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Figura 8. Distribucion de los aislados ST2/0XA-58 del afio 2019
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