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Resumen

La rapida emergencia de resistencia a antimicrobianos debida a la presencia
de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) tiene un impacto significati-
vo en la salud publica. Las BLEEs son enzimas producidas por bacilos gram-
negativos y confieren resistencia a las penicilinas, a todas las cefalosporinas
y al aztreonam, pero no a los carbapenemes ni a las cefamicinas y la mayoria
son inhibidas por el acido clavulanico. El objetivo de este trabajo fue eva-
luar la resistencia a antibi6ticos p-lactdmicos en aislamientos de Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coliy Proteus mirabilis y caracterizar las p-lacta-
masas responsables de dicha resistencia. Se analizaron 2.030 aislamientos
(362 Klebsiella pneumoniae, 1.250 Escherichia coliy 175 Proteus mirabi-
lis) provenientes de diferentes materiales clinicos de pacientes que concu-
rrieron al Hospital Provincial del Centenario de la ciudad de Rosario (Santa
Fe) durante el periodo 2008-2009. Los ensayos de sensibilidad antibiética
se realizaron de acuerdo con las recomendaciones del Clinical and Labora-
tory Standard Institute. Se confirmé la presencia de los genes codificantes
de BLEE blayg,, blagy,, blasry. Y blapcr mediante la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) utilizando cebadores especificos. Los aislados fueron
caracterizados fenotipicamente como productores de BLEE y demostraron
poseer varios genes bla. Se detectaron tres diferentes p-lactamasas BLEE
derivadas de SHV, TEM y CTX-M y se demostré que pueden coexistir dos o
mas de estos genes en una misma bacteria.

Palabras clave: p-lactamasas de espectro extendido * Enterobacteriaceae *
reaccion en cadena de la polimerasa

3ummary

The rapid emergence of antimicrobial resistance due to extended spectrum [-
lactamases (ESBL) has a significant impact on public health. ESBL, produced
by gram-negative bacilli, are enzymes that confer resistance to penicillins,

Acta Bioquim Clin Latinoam 2012; 46 (3): 405-12



406

Casabonne C et al.

Introduccién

cephalosporins and aztreonam, but not to carbapenems or cephamycins, and are usually inhibited
by clavulanic acid. The aim of this study was to evaluate f-lactam resistance within isolates of Kle-
bsiella pneumoniae, Escherichia coli, and Proteus mirabilis and to characterize the p-lactamases
responsible for this resistance. A total of 2,030 strains (362 Klebsiella pneumoniae, 1,250 Esche-
richia coli, and 175 Proteus mirabilis) isolated from patients at Hospital Provincial del Centenario
in Rosario-Santa Fe were analyzed from 2008 to 2009. Antibiotic sensitivity tests were performed
according to Clinical and Laboratory Standard Institute recommendations. Molecular detection of
ESBL-related bla genes, including bla;g,, blag,, blary.,, and blay-, was performed by polymerase
chain reaction (PCR) using specific primers. The strains were phenotipically confirmed as ESBL
producers and the isolates carried several bla genes. Three different -lactamases were detected:
SHV-related, TEM-related and CTX-M-related, showing that two or more genes may coexist in the
same bacterium.

Key words: extended spectrum 3-lactamases * Enterobacteriaceae* polymerase chain reaction

Resumo

A répida emergéncia de resisténcia a antimicrobianos devida a presenca de f3 lactamases de espectro
estendido (BLEE) tem um impacto significativo na satide publica. As BLEES sdo enzimas produzidas por
bacilos gram-negativos e conferem resisténcia as penicilinas, a todas as cefalosporinas e ao aztreonam,
mas ndo aos carbapenémicos nem as cefamicinas e a maioria séo inibidas pelo &cido clavulanico. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a resisténcia a antibidticos f-lactdmicos em isolamentos de Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli e Proteus mirabilis e caracterizar as [3-lactamases responsaveis por tal
resisténcia. Foram analisados 2.030 isolamentos (362 Klebsiella pneumoniae, 1.250 Escherichia coli e
175 Proteus mirabilis) provenientes de diferentes materiais clinicos de pacientes que foram ao Hospital
Provincial do Centenério da cidade de Rosario (Santa Fe) durante o periodo 2008-2009. Os ensaios de
sensibilidade antibidtica foram realizados de acordo com as recomendagdes do Clinical and Laboratory
Standard Institute. Confirmou-se a presenca dos genes codificantes de BLEE bla,g,, b/asw, blagry €
blapg, mediante a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando cevadores especificos. Os isolados
foram caracterizados fenotipicamente como produtores de BLEE e demonstraram possuir varios genes
bla. Foram detectadas trés diferentes [3-lactamases derivadas de SHV, TEM e CTX-M e se demonstrou
que podem coexistir dois ou mais destes genes numa mesma bactéria.

Palavras chaves: [3-lactamases de espectro estendido * Enterobacteriaceae * reagdo em cadeia da
polimerase

de la TEM-2 (2). En general, las mutantes de TEM-1 y
TEM-2 han sido denominadas como TEM-3 a TEM-139,

La aparicion de cepas bacterianas productoras de
B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) constituye
un problema de salud publica que afecta a todo tipo de
instituciones y a la comunidad en general. Las f-lacta-
masas de espectro ampliado (BLEA), TEM-1, TEM-2 y
SHV-1, pertenecientes al grupo 2b de la clasificacién de
Bush y et al. son codificadas en genes plasmidicos y se
encuentran ampliamente distribuidas en bacilos gram-
negativos. Las BLEA son las primeras f-lactamasas que
confieren resistencia a aminopenicilinas y carboxipeni-
cilinas (1).

La presencia de mutaciones en los genes que codifi-
can a las BLEA, dieron lugar a las llamadas -lactamasas
de espectro extendido (BLEE). La aparicion de estas en-
zimas ha estado asociada a la introduccién y uso masivo
de cefalosporinas de amplio espectro y de aztreonam.
La primera de estas BLEE, descubierta en Alemania en
1984, se denomin6é como TEM-3 por ser una variante
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y de SHV-1, SHV-2 a SHV-63, todas éstas ampliamente
diseminadas por el mundo. Si bien la mayoria de las
BLEE derivan de las BLEA, existen otras BLEE que di-
fieren de TEM y SHV en su historia evolutiva. Entre és-
tas se pueden mencionar a las BLEE tipo CTX-M, PER,
OXA, entre otras. En la actualidad, la produccién de
BLEE en aislamientos de origen clinico es un problema
serio en pacientes hospitalizados por las implicaciones
clinicas, terapéuticas y econémicas, principalmente en
infecciones causadas por Escherichia coli, Klebsiella pneu-
moniaey en algunos casos, por Klebsiella oxyloca'y Proteus
mirabilis. Los microorganismos productores de BLEE
son resistentes a penicilina, cefalosporinas y aztreonam,
pero no a las cefamicinas ni carbapenemes y son inhi-
bidas por acido clavulanico. Sumado a esto, se describe
un elevado porcentaje de estos aislamientos caracteri-
zados por presentar resistencia a quinolonas, amino-
glucésidos, tetraciclinas y cotrimoxazol (3). Multiples



estudios demuestran que los aislamientos de Klebsiella
en América Latina presentan la mayor prevalencia de
BLEE en el mundo (45,4-51,9%), en tanto la preva-
lencia de aislamientos de Escherichia coli productores
de BLEE es de 8,5-18,1% en paises de América Latina,
cifras superiores a las que presentan otros paises en de-
sarrollo. Sin embargo, la prevalencia de aislamientos de
Proteus mirabilis productores de BLEE difiere de un pais
a otro, con cifras que alcanzan 33-40% en Argentina (3)
(4). El objetivo de este trabajo fue evaluar la resistencia
a antibioticos B-lactamicos en aislamientos de Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli'y Proteus mirabilis y caracteri-
zar las -lactamasas responsables de dicha resistencia.

Materiales y Métodos

AISLAMIENTOS SELECCIONADOS

Se estudiaron 2.030 aislamientos de enterobacterias
durante el periodo 2008-2009, provenientes de diferentes
materiales clinicos de pacientes internados y ambulatorios
del Hospital Provincial del Centenario, Rosario-Santa Fe.
Las muestras de las que se obtuvieron los microorganis-
mos fueron orina, liquido de puncién, sangre, secreciones
bronquiales, catéteres, materia fecal y materiales varios
como secreciones oculares y de heridas.

La identificacion a nivel de especie se realiz6 me-
diante pruebas bioquimicas convencionales y mediante
el equipo comercial Api 20E (bioMérieux Argentina).

ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD A DIFERENTES
ANTIMICROBIANOS

Se efectu6 por método de difusion en agar con dis-
cos de papel impregnados en antibiéticos. Los antibac-
terianos probados (monodiscos de papel, BBL o Difco)
fueron: ampicilina (AMP), 10 pg; ampicilina/sulbac-
tama (AMS),10/10 pg; amoxicilina/acido clavulanico
(AMC), 20/10 pg; cefalotina (CEF), 30 pg; ceftazidi-
ma (CAZ), 30 pg; cefotaxima (CTX), 30 pg; piperaci-
lina/ tazobactam (TAZ), 100/10 pg; cefepime (FEP),
30 pg; cefoxitina (FOX), 30 pg; imipenem (IMP), 10
pg; meropenem (MEM), 10 pg; gentamicina (GEN),
10 pg; amicacina (AKN), 30 pg; ciprofloxacina (CIP),
5 pg; acido nalidixico (NAL), 30 pg; trimetroprima/
sulfametoxazol (TMS) 1,25/23,75 pg. Se utilizaron las
siguientes cepas controles: Escherichia coli ATCC 25922
para los discos de antibiéticos B-lactamicos (penicilinas,
cefalosporinas, monobactamas, carbapenemes) y Esche-
richia coli ATCC 35218 para la combinacién p-lactami-
co/inhibidor de B-lactamasas (ampicilina-sulbactama,
piperazilina-tazobactama, amoxicilina-dcido clavulani-
co). La lectura de los halos de sensibilidad se realizo
de acuerdo a las normas del Clinical and Laboratory Stan-
dard Institute (CLSI) (5).
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DETECCION DE BLEE MEDIANTE LA PRUEBA DE

SINERGIA CON DOBLE DISCO

La identificacién de cepas productoras de BLEE se
realiz6 mediante la técnica de la sinergia del doble dis-
co descripta por Legrand et al. Esta basada en la propie-
dad del acido clavulanico de inhibir estas enzimas. Se
realiza por difusién en agar utilizando una placa de
Mueller-Hinton inoculada con una suspensiéon bac-
teriana ajustada al patréon de 0,5 de la escala McFar-
land; sobre ella se colocan los discos con carga estan-
dar (30 pg) de cefotaxima, ceftazidima, o ceftriaxona
y aztreonam dispuestos a una distancia de 25-30 mm
de discos de amoxicilina/acido clavulanico (20/10 pg).
Se considera sinergia positiva y, por tanto, presencia de
una BLEE, cuando se observa una ampliacién del halo
de inhibicién en alguna de las cefalosporinas o del az-
treonam (6).

DETECCION DE BLEE MEDIANTE EL ENSAYO
DE INHIBICION DEL FENOTIPO CON ACIDO
CLAVULANICO

Este ensayo segun las normas de la CLSI es confir-
matorio de la presencia de BLEE, porque mide el au-
mento del tamano del halo de inhibicion en la combi-
nacién del antibiético mas el inhibidor comparado con
el halo generado por el antibiético sin inhibidor. Para
la realizacion de este ensayo se utilizaron los siguientes
monodiscos: cefpodoxima (10 pg), cefpodoxima/acido
clavulanico (10/1 pg) (PAC); cefotaxima (30 pg), cefo-
taxima,/4cido clavulanico (30/10 pg) (CTC) y ceftazidi-
ma (30 pg), ceftazidima/acido clavulanico (30/10 pg)
(CAC). Los monodiscos comerciales de cefotaxima, cef-
tazidima, y aztreonam, fueron impregnados con 10 mL
de una solucién de clavulanato de litio de 1000 pg /mL.
El aumento en 5 mm del halo de inhibicién en el disco
del antibi6tico mas el inhibidor, en comparacion al del
antibiético sé6lo, indicaban que la bacteria era produc-
tora de BLEE (7).

DETECCION DE LOS GENES blayg,, blag,,, blap.,
Y blagyy, , MEDIANTE PCR

EI ADN plasmidico se obtuvo mediante la técnica del her-
vido a partir de un cultivo en 5 ml de caldo Luria Bertani
(LB) con el agregado de 5 pg de cefotaxima (8). Se realizé
la técnica de PCR para detectar los genes que codifican la
producciéon de BLEE en todos los aislamientos caracteriza-
dos fenotipicamente como productores de esta enzima. Se
seleccionaron al azar 90 aislamientos de enterobacterias ca-
racterizadas fenotipicamente como productoras de BLEE
los cuales posteriormente fueron ensayados para detectar
la presencia de los genes blayy,, blagy, blapgy v blaqy
utilizando los cebadores especificos: blapg, 1 (5-ATG AGT
ATT CAA CAT TTC CG-3") y blayy,2 (5-CTG ACA GTT
ACC AAT GCT TA-8"), blag,, -1 (5 -GGG TTA TTC TTA
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TTT GTC GG3) y blagy, -2 (5” GGT TAT GCG TTA TAT
TCG CC 3), blay,-1 (5-CGC TTC TGC TCT GCT GAT-
37) y blay 2 (5-GGC CAG CTT CTT TAA CGC G37) y
blacry 1 (5-GGA ATT CAT GAT GAC TCA GAC CAT
TGGC3") y blagy 2 (5-GCT CTA GAT TAT TGC ATC
AGA AACCGT G-3") (10-12). Las condiciones de amplifi-
cacion se realizaron de acuerdo con las descriptas en tra-
bajos anteriores (9). Los productos amplificados se detec-
taron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% que
contenian 0,5 pg/ mL de bromuro de etidio. Para visuali-
zar los fragmentos amplificados se utilizé un transilumina-
dor de luz ultravioleta y se los comparé6 con el marcador
de peso molecular One Kb (Promega).

Resultados

Se identificaron 362 aislamientos de Kiebsiella pneu-
moniae, 1.250 de Escherichia coliy 175 de Proteus mirabilis.
Los aislamientos se obtuvieron a partir de muestras aso-
ciadas a diferentes patologias. La distribucion de Kleb-
siella pneumoniae, Escherichia coli'y Proteus mirabilis en los
diferentes materiales clinicos se observa en la Figura 1.

El analisis del antibiograma empleando la técnica de
difusién de Kirby Bauer y teniendo en cuenta los crite-

L. punc.
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12,4%

varios
7,6%

varios
6%

M. fecal
9.7%

74%

Proteus mirabilis

L. punc.

1 10,3%

Klebsiella pneumoniae

rios de sensibilidad, sensibilidad disminuida y resisten-
cia del CLSI, de acuerdo a los tamanos de los halos de
inhibicién, demostr6 resistencia a uno o mas tipos de
antibacterianos. Prevalecio la resistencia a -lactamicos,
principalmente oximino-cefalosporinas (ceftazidima
y/o cefotaxima) y la sensibilidad a cefoxitina y amino-
glucésidos. Este comportamiento frente a los antibioti-
cos f- lactamicos permiti6 inferir que las cepas expresa-
ban la produccién de BLEE.

Se detect6 la presencia de cepas productoras de
BLEE mediante la técnica de sinergia con doble dis-
co. En la Figura 2.A, se observa una ampliacién del
halo de inhibicién en las cefalosporinas de tercera
generacion debido a la propiedad inhibitoria del aci-
do clavuldnico sobre estas enzimas. Esto se considera
sinergia positiva y, por lo tanto, aislamiento sospe-
choso de producciéon de BLEE. Siguiendo el criterio
aconsejado por el CLSI, a todas las cepas en estudio
se les confirmé la presencia de BLEE mediante el en-
sayo de inhibicién del fenotipo por acido clavulani-
co. El aumento en 5 mm del halo de inhibicién con el
disco antibi6tico/ inhibidor, indicaba que la bacteria
es productora de BLEE. Figura 2.B.

Del total de los aislamientos de Klebsiella pneumoniae
estudiados (362), el 30,9% de los mismos fueron con-

L. punc. sangre
PC. A. traq. 4 502

Escherichia coli

Figura 1. Distribucién de K. pneumoniae, E.coli y P.mirabilis en los diferentes materiales clinicos estudiados. A.traq: aspirado
traqueal; L.punc.: liquido de puncién; P.C: punta de catéter; M fecal: materia fecal.

Figura 2.A. Efecto de la sinergia entre amoxicilina-acido clavuldnico y cefotaxima, ceftriaxona o ceftazidima y 2.B: Agrandamiento del
tamafio del halo de inhibicién producido por el disco del antibidtico impregnado con 10 ug de clavulanato de litio. 1: ceftazidima (30 ug);
2: ceftazidima (30 pg)/clavulanato de litio (10 pg); 3: cefotaxima (30 ug) y 4: cefotaxima (30 pg)/clavulanato de litio (10 ug).
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firmados, mediante los métodos antes mencionados,
como productores de BLEE. Analizando los aislamien-
tos de Escherichia coli'y Proteus mirabilis un 1,9% y 16%,
respectivamente, fueron caracterizados como produc-
tores de dichas enzimas. En la Tabla I se muestran en
forma discriminada los aislamientos de Klebsiella pneu-
moniae, Escherichia coliy Proteus mirabilis productoras de
BLEE y el porcentaje correspondiente al total de ente-
robacterias productoras de BLEE.

Los 90 aislamientos seleccionados para el andlisis ge-
notipico de BLEE correspondieron a 57 Klebsiella pneu-
moniae, 19 Escherichia coliy 14 Proteus mirabilis.

Se analizaron los fragmentos de 860, 900 y 930 pares
de bases, correspondientes a los genes blapgy, bla 1y ¥
blag;, respectivamente. No se obtuvo amplificacion del
gen blay, en los aislamientos seleccionados en este estu-
dio, en comparacién con Escherichia coli C600 como con-
trol positivo. Escherichia coli C600 es una transconjugante
que posee el plasmido pMVP-5 portador del gen blap, '*
Los patrones de amplificacién de estos genes se observan
en la Figura 3.

El porcentaje de cepas de las especies de Kiebsiella
prneumoniae, Escherichia coli y Proteus mirabilis analizadas
de acuerdo al perfil de genes codificantes de BLEE
mencionados, se observa en la Tabla II.
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3000

R

R

S — —
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MPM  Kp141 HKpS  Kp20

MPM EcCBOO Kp143 Kp5
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Los resultados obtenidos al aplicar esta metodologia
demostraron que CTX-M fue la BLEE predominante
en 54 (95%) aislamientos de Klebsiella pneumoniae, en 10
(52%) de Escherichia coliy en 14 (100%) de Proteus mirabilis.

La B-lactamasa tipo TEM predominé en 55 (96%)
aislamientos de Kiebsiella pneumoniae, en 12 (63%) de
Escherichia coliy 10 (71%) de Proteus mirabilis, conside-
randose a esta f-lactamasa como una BLEA presente en
la mayoria de los aislamientos clinicos de las especies
estudiadas.

En menor nimero se detecté SHV en los diferentes
aislamientos estudiados. Se encontraron 7 (12%) Kle-
bsiella pneumoniae, 10 (52%) Escherichia coliy 2 (14%)
Proteus mirabilis productores de B-lactamasa tipo SHV.

Del total de aislamientos de Kiebsiella pneumoniae (57),
Escherichia coli (19) y Proteus mirabilis (14) se obtuvieron
amplimeros para los genes blay,,, bla1 Y blagy,- E1 nu-
mero de estos 5 para Klebsiella pnewmoniaey 1 para Escheri-
chia coliy Proteus mirabilis enviados a secuenciar, se seleccio-
naron al azar en un nimero proporcional al nimero de
aislamientos de cada especie estudiada.

Las secuencias de los fragmentos obtenidos para el
gen blay,, v bla.y , correspondieron a las B-lactamasas
tipo TEM o CTX-M con un 98-99% de identidad para
ambas proteinas respectivamente.

930 pt

MPM  Kp23 KP111 Kp38

Figura 3. Amplimeros obtenidos por PCR de los genes bla,, (A), bla,;y ., (B) y blag,,, (C) de los aislamientos Kp141, Kp5 y Kp143 Kp23
y Kpl11 obtenidas en este estudio y cepas controles Kp20 y Kp38, (11), Ec C600 transconjugante M 1538 (5).

Tabla I. Numero total de aislamientos de Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y Proteus mirabilis

Aislamientos totales de enterobacterias

BLEE positivas

Enterobacterias (2.030) N° total de BLEE(+) % en relacion al total de enterobacte- % en relacion al total de la
rias especie
K.pneumoniae (362)* 112 5,5 30,9
E.coli (1.250)* 24 1,2 1,9
P.mirabilis (175)* 28 1,4 16

*: NUmero de especies, +: produccion de b-lactamasas de espectro extendido, %: porcentaje
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Tabla Il. Perfil de p-lactamasas en Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli y Proteus mirabilis

Especie (N° total N°y % de Perfil de
de aislamientos) aislamientos b-lactamasa
Klebsiella pneumoniae 2 (3,5%) CTX-M, SHV
(57) 50 (87,7%) CTX-M, TEM
3 (5,3%) TEM, SHV
2 (3,5%) CTX-M, TEM, SHV
Escherichia coli (19) 5 CTX-M
(26,3%) SHV, TEM
5(26,3% TEM
2 CTX-M, TEM, SHV
(10,5%)
5
(26,35)
Proteus mirabilis (14) 3 (21,4%) CTX-M
1 (7,1%) CTX-M, SHV
9 (64,3%) CTX-M, TEM
1 (7,1%) CTX-M,TEM, SHV

Porcentaje de aislamientos que presentaban los genes blargy, blagyy, blagry y

Los resultados de la secuenciacién mostraron que el
amplimero del gen bla,, de Escherichia coli'y de Proteus
mirabilis presentaban alineamientos significativos con la
B-lactamasa TEM-1. En el caso de Kliebsiella pneumoniae,
de los 5 amplimeros estudiados del mismo gen, 3 pre-
sentaban secuencias semejantes con la f-lactamasa tipo
TEM-1, y 2 de estos amplimeros con la TEM-104. Este
resultado llevé a inferir sobre la posibilidad de una gran
variacion de p-lactamasas tipo TEM asociada a otros ti-
pos de enzimas o viceversa. A diferencia todas las am-
plificaciones del gen bla .\, presentaron alineamiento
significativo con P-lactamasas CTX-M-2, enzima preva-
lente en Argentina.

Discusion y Conclusiones

Los antibiéticos f-lactdimicos son ampliamente apli-
cados en la terapia antibacteriana a pacientes interna-
dos y de consulta externa en el ambito hospitalario. La
utilizacion de los mismos para el tratamiento de dife-
rentes procesos infecciosos y durante extensos inter-
valos de tiempo ha dado lugar a la seleccion de cepas
de enterobacterias resistentes a ellos por expresion de
B-lactamasas que son enzimas hidrolizantes de los anti-
bidticos p-lactamicos (13) (14).

Este trabajo analiza la distribucion de Kiebsiella pneu-
moniae, Escherichia coli'y Proteus mirabilis productores de
estas enzimas y en especial referencia a f-lactamasas de
espectro extendido (BLEE) en diferentes materiales
clinicos provenientes de pacientes internados en dife-
rentes unidades clinicas y de consulta externa en un
Hospital Universitario de la ciudad de Rosario-Santa Fe.

Acta Bioquim Clin Latinoam 2012; 46 (3): 405-12

Durante el periodo en que se desarroll6 este estudio,
a partir de 2.030 aislamientos de enterobacterias se iden-
tificaron bioquimicamente 112 (30,9%) Kiebsiella pneumo-
niae, 24 (1,9%) Escherichia coliy 28 (16%) Proteus mirabilis
productores de BLEE y BLEA que provinieron de diferen-
tes materiales clinicos, de pacientes internados en diversas
unidades clinicas y de la comunidad. La distribucién ob-
servada en la Figura 1 demuestra que Klebsiella pneumoniae
es una especie productora de BLEE que se encuentra am-
pliamente distribuida en diversos materiales clinicos obte-
nidos de diferentes procesos infecciosos. Asimismo, esta
especie fue la que demostré el mayor porcentaje de cepas
productoras de f-lactamasas.

Para obtener estos datos se utiliz6 la metodologia
clasica de los métodos fenotipicos propuestos en la li-
teratura (15)(16), es decir utilizando monodiscos de
cefalosporinas de tercera generaciéon (CAZ o CTX) y/o
aztreonam y confirmado por el método propuesto por
el CLSI de inhibicién de BLEE por medio del 4cido
clavulanico. La utilizacién de estos métodos permite,
desde el punto de vista clinico-epidemiolégico, realizar
un tamizaje de las cepas productoras de BLEE. En el
presente analisis se utilizaron ambos métodos con el fin
de discriminar entre las especies en estudio las cepas
productoras de BLEE y BLEA (no inhibibles por acido
clavulanico) (5).

Los resultados de este analisis mostraron en relaciéon
al total de cepas de cada especie un porcentaje relativa-
mente menor para K Klebsiella pnewmoniaey Proteus mira-
bilis y mucho menor en Escherichia coli a la descripta en
la literatura para América Latina.

La importancia clinica de cepas de enterobacterias
productoras de BLEE ha sido expuesta en numerosos
estudios realizados en hospitales y centros de salud en
diferentes partes del mundo y estas cepas son objeto de
una constante vigilancia epidemiolégica (17) (18).

La importancia de la detecciéon de las BLEE en las
unidades nosocomiales se debe a que este factor de re-
sistencia en su origen genoémico es plasmidico y por lo
tanto de facil trasmisiéon. Conjuntamente, estas cepas
multirresistentes representan un problema importan-
te a resolver en el dmbito hospitalario por los inconve-
nientes que generan en el tratamiento de los pacientes
infectados (18)(19).

La aplicaciéon de métodos de amplificaciéon de los
genes especificos blayg,, blac v blag,, mediante la
reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) permitio
determinar el tipo de $-lactamasa existente en cada es-
pecie bacteriana.

Lo remarcable de estos resultados son las combina-
ciones de dos o mas tipos de P-lactamasas determina-
das en las diferentes especies. En 50 cepas (87%) de
Klebsiella pneumoniae prevalecieron las f-lactamasas tipo
TEM y CTX-M, en b5 cepas (26,3%) de Escherichia coli se
destaco la combinacién de los tipos SHV y TEM y en 9
cepas (64,3%) de Proteus mirabilis se observo un patrén



semejante al de Klebsiella pneumoniae. Resultados simi-
lares fueron observados en unidades nosocomiales de
Europa y América del Norte (19-21).

El presente trabajo esta limitado a la deteccion y ca-
racterizacion de fB-lactamasas como objetivo primordial
debido a la amplia apariciéon de las mismas tanto en el
ambito hospitalario como en la comunidad, sin llegar a
un estudio epidemiolégico. Sin embargo, es de interés
diferenciar el tipo de f-lactamasas que intervienen en
las diferentes asociaciones, lo que permitiria una mejor
seleccion de los antimicrobianos a utilizar en la terapia
antibacteriana.

La presencia de dos tipos de B-lactamasas en las ce-
pas mencionadas indica la evolucién de las mismas, que
les permite adaptarse a tratamientos antibacterianos
complejos.

La deteccion de mecanismos de resistencia a an-
tibi6ticos debe ser una constante preocupacién en el
laboratorio de microbiologia clinica para conocer el
comportamiento de las poblaciones bacterianas in-
trahospitalarias y en la comunidad que asiste a éste para
la consulta externa, facilitando de este modo al Comité
de Infecciones tomar medidas de prevencién y control
en el uso de antibi6ticos para el tratamiento de proce-
sos infecciosos.
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