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Resumen

La alta incidencia de las enfermedades infecciosas y el aumento de la resistencia a los
antibi6ticos se han convertido en la actualidad en un problema de salud publica, siendo las
enterobacterias productoras de Betalactamasas de Espectro Extendido (BLEE) un ejemplo de este
fenémeno. En el presente estudio se determiné la produccién de BLEE en aislados clinicos de la
familia Enterobacteriaceae procedentes de una instituciéon de salud de la ciudad de Maracaibo,
durante el periodo septiembre de 2014 a febrero de 2015. Para la deteccion de BLEE se utilizo
como método preliminar el de Kirby-Baiier, siguiendo los lineamientos del CLSI; adicionalmente se
utiliz6 como prueba confirmatoria fenotipica el método de sinergia del doble disco y como prueba
confirmatoria genotipicaladetecciondelosgenes bla.., .., bla . vy bla , mediante PCR. Se analizaron
55 enterobacterias productoras de BLEE, distribuidas de la siguiente manera: Escherichia coli
56,36%, Klebsiella pneumoniae 21,82%, Enterobacter cloacae 7,27%, Proteus mirabilis y Serratia
marcescens 5,45% para cada especie, por ultimo, Salmonella spp. y Morganella morganii 1,82%
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respectivamente. En cuanto al tipo de BLEE detectado mediante PCR, se observo que el 83,63%
de los aislados presento6 el tipo TEM, seguido de CTX-M (23,63%) y SHV (21,81%), mientras que
el 27,27% de los aislados produjo dos o tres BLEE de manera simultanea. Los resultados de este
estudio confirman la alta diseminacion de este mecanismo de resistencia entre las enterobacterias
productoras de infecciones en nuestras instituciones ptblicas de salud, por lo que deben aplicarse
medidas de control que permitan controlar y disminuir su incidencia.

Palabras Claves: Enterobacterias, Beta-lactamasas de Espectro Extendido, Resistencia a
antibioticos.

Abstract

The high incidence of the infectious diseases and the antimicrobial resistance arise
represent a public health threat today. The extended-spectrum [(-lactamase (ESBL)-
producing Enterobacteriaceae are an example of this phenomenon. We determined the
ESBL-production in Enterobacteriaceae isolates from a Healthcare Center in Maracaibo,
during September 2014 to February 2015. The Kirby-Baiier method was perform to
preliminary phenotypic detection of ESBL, according to CLSI guidelines. ESBL-production
was confirmed by a double-disk synergy test according to the CLSI standards. To genotypic
confirmation, the genes bla., ,,, bla ., and blag, were amplified by PCR. Fifty-five (n=55)
strains were analyzed distributed in Escherichia coli (56.36 %), Klebsiella pneumoniae
(21.82 %), Enterobacter cloacae (77.27 %), Proteus mirabilis and Serratia marcescens (5.45
% each one), Salmonella spp. and Morganella morganii (1.82 % each one). The major
encoded ESBL was the bla,, gene (83.63 %); followed by 23.63% of the bla_,, , gene,
and 21.81 % encoded the blag,, gene. 27.27 % of the isolates produced two or three ESBL
simultaneously. These results confirmed the high spread of this resistant mechanism among
Enterobacteriaceae-producing infections in our public health institutions, therefore control
measures should applied to control and reduce its incidence.

Key words: Enterobacteriaceae; Extended Spectrum Betalactamase; Antibiotics
Resistance, Beta-lactamic Resistance.

INTRODUCCION

Las enterobacterias constituyen el grupo

problemas de la medicina actual y futura. Las
bacterias resistentes a los antibidticos que son

de microorganismos mas frecuentemente
involucrados en infecciones tanto de la
comunidad como en instituciones de atenci6on
en salud; aunado a esto, el surgimiento de
cepas multiresistentes a los antibio6ticos, son
elementos que constituyen uno de los mayores
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dificiles o imposibles de tratar son cada vez
mas comunes y estan ocasionando una crisis de
salud de dimensiones globales, lo que deteriora
la calidad de vida del hombre y aumenta los
costos en salud, convirtiéndose en una carga
para el gasto publico delos diferentes gobiernos.

Los antibibticos betalactdmicos son el
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grupo de antimicrobianos mas frecuentemente
empleados en el tratamiento de procesos
infecciosos. Estos se clasifican en relacion
a su estructura nuclear comun: el anillo
betalactamico, el cual posee similitud
estructural con los sitios de union de los
substratos bacterianos, lo que le permite
unirse e inactivar las transpeptidasas,
carboxipeptidasas y endopeptidasas necesarias
para la sintesis del peptidoglucano de la pared
celular. Entre estos se encuentran: la penicilina,
las cefalosporinas, los carbapenémicos y los
monobactamicos, los cuales contintan siendo
objeto de modificaciones bioquimicas dirigidas
a modular su actividad antimicrobiana (1).

A pesar de que la penicilina (primer
betalactamico) fue muy eficaz cuando se
comenz6 a utilizar, anos después de la salida al
mercado, se presentaron los primeros casos de
resistencia al antibidtico por algunas bacterias
que hidrolizaban el anillo betalactamico,
a través de la produccion de enzimas
denominadas betalactamasas (1), estas enzimas
han evolucionado a lo largo del tiempo por lo
que en la actualidad existen un gran nimero
de enzimas distribuidas en una gran variedad
de microorganismos de diferentes géneros y
especies.

La resistencia a antibioticos
betalactamicos puede atribuirse a diferentes
mecanismos como, disminucion de la
permeabilidad del antibi6tico por alteracion
de porinas presentes en la membrana celular
bacteriana, modificacién quimica del sitio de
accion del antibidtico como la alteracion de
las proteinas ligadoras de penicilina (PBP) y el
fenémeno de tolerancia (2-4). Sin embargo, el
mecanismo mas frecuente e importante desde
el punto de vista terapéutico en bacilos Gram
negativos, es la resistencia bioquimica debida
principalmente a la producciéon de enzimas
betalactamasas (2, 3, 5).

Las Betalactamasas son enzimas
cataliticas de naturaleza proteica cuya
produccién esta controlada por un gen, bien
sea cromosomico o transferido por plasmidos
o transposones, actian rompiendo el enlace
amidico del anillo betalactadmico, previa uniéon
al grupo carboxilo, lo que provoca que el
antibiotico pierda la capacidad de unirse a las
PBP; la produccion de estas enzimas puede ser
constitutiva o inducida (3).

Perozo Mena et al.

Lasbetalactamasas de espectro expandido
(BLEE), son enzimas derivadas por mutaciones
de las betalactamasas clasicas del grupo 2b de
la clasificacion de Bush (6-8); se encuentran
codificadas en plasmidos conjugativos, lo cual
facilita su diseminacion, no so6lo entre distintas
cepas de la misma especie, sino también entre
bacterias de distintos géneros y grupos. Ademas
de su codificacion plasmidica, las BLEE forman
parte frecuentemente de transposones o
integrones lo cual determina su asociacion con
otros determinantes genéticos de resistencia
transferibles, como los que confieren resistencia
a los aminoglicosidos o al cotrimoxazol (8). Los
diferentes tipos de BLEE confieren un grado
de resistencia muy variable, la intensidad de
hidrélisis de un determinado antibi6tico difiere
segun las cepas consideradas, pudiendo incluso
no tener efecto fenotipicamente detectable en
algunos casos en los que tinicamente tiene lugar
un aumento de la concentracion inhibitoria
minima (CIM), permaneciendo en el intervalo
de sensibilidad (9, 10).

La frecuencia de cepas productoras
de BLEE se ha incrementado a lo largo del
tiempo en una amplia gama de bacterias Gram
positivas y Gram negativas, dentro de estas
ultimas, muchas especies pertenecientes a la
familia Enterobacteriaceae, principalmente
Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli son
responsables de infecciones graves tanto a nivel
de la comunidad como intra-hospitalario (11).

Elperfildemultiresistenciaantibidticaque
expresan estas cepas ocasiona, especialmente,
en el ambito hospitalario, un problema
terapéutico de notables dimensiones, ya que las
cepasproductorasde BLEE confierenresistencia
a las cefalosporinas de primera, segunda y
tercera generacion, asi como al aztreonam
(12), a su vez estas cepas, también expresan
resistencia a otros grupos de antimicrobianos,
incluidos los aminoglucosidos, quinolonas y
cotrimoxazol (8). Los genes que codifican las
BLEE y los que codifican la resistencia a otros
antimicrobianos, pueden residir en el mismo
plasmido conjugativo y se transmiten juntos
de un microorganismo a otro, confiriendo el
perfil de resistencia antibiotica multiple. Esto
permite la amplia distribucion de la resistencia
a los antibidticos y afecta seriamente los
tratamientos.

Diferentesinvestigacionesanivel mundial
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han demostrado que aproximadamente un
38,80% de K. pneumoniae y un 19,23% de
E. coli son productoras de BLEE (9, 10, 13,
14). Sin embargo, es importante conocer la
epidemiologia local de cada centro de salud
con el fin de disenar los planes y medidas de
contencion y control en base a la situacion
presentada por cada institucion, por este
motivo se determiné la produccion de BLEE
en cepas de la familia Enterobacteriaceae
aisladas en un centro de salud de la ciudad de
Maracaibo, durante el periodo comprendido
entre septiembre de 2014 y febrero de 2015.

MATERIALY METODO

Se realizo la determinacion de BLEE a
enterobacterias (n=55) aisladas de los cultivos
procesados de un centro de salud ubicado en la
ciudad de Maracaibo, durante el periodo entre
septiembre 2014 y febrero de 2015.

A las cepas se les realizaron pruebas de
susceptibilidad mediante el método de Baiier-
Kirby (15), siguiendo los lineamientos del
CLSI (16, 17). La seleccion inicial de las cepas
productoras de BLEE se realizd6 mediante los
criterios del CLSI (16-17), para ello se utilizaron
discos de cefpodoxima (CPD) de 1oug;
ceftazidima (CAZ) 30 pg: aztreonam (ATM)
3oug; ceftriaxona (CRO) 3oug y cefotaxima
(CTX) 30 pg; si el resultado del antibiograma
indic6 un halo de inhibicion < 17mm para CPD;
< 22 para CAZ; < 25 para CRO o < 27 para CTX
o ATM, se considero6 a la cepa como probable
productora de BLEE (17). Toda cepa sospechosa
de producir BLEE se confirmé mediante el
método fenotipico del doble disco y mediante la
deteccién de los genes TEM, CTX-M y SHV por
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Para el método de sinergia del doble
disco (18), se utiliz6 una placa de Agar Mueller
Hinton (MH) y se inocul6 con una suspension
bacteriana estandarizada al 0,5 del nefelémetro
de McFarland (1-2x10® UFC/mL), colocando
sobre ésta discos de CTX, CAZ, CRO y ATM a
20 mm (de centro a centro) de un disco central
de amoxicilina/acido clavulanico (AMC); la
placa se incub6 a 35°C + 1°C durante 18-24
horas y posteriormente se realiz6 la lectura. La
presencia de una zona de inhibicion agrandada
o distorsionada alrededor del disco de AMC
indic6 sinergia entre el acido clavulanico y
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cualquiera de los cuatro antibi6ticos probados,
siendo evidencia de produccion de BLEE (18,
19).

Para la deteccion de los genes TEM,
SHV y CTX-M, se realizd la extraccion del
ADN bacteriano, utilizando el método de
ebullicion (20), colocando en un microtubo
con tapa estéril por cada muestra, 100
ul. de agua grado molecular autoclavada.
Posteriormente, se tomaron con ayuda de un
asa estéril varias colonias de un cultivo joven
de 18-24 horas dispuestas en agar tripticasa
soya y se introdujeron en el microtubo, con
el fin de obtener una suspensién homogénea.
Simultaneamente, esta suspension se calent6 a
100°C por 15 minutos y después se anadieron
900 uL de agua grado molecular estéril a cada
microtubo. Esta suspension se centrifugd por
15 minutos a 12.000 rpm; con el fin de obtener
el sobrenadante, el cual fue recolectado en otro
microtubo estéril. Finalmente, esta suspension
de ADN se almacen6 a -20°C hasta el momento
de la amplificacion.

Para la amplificacion del ADN
bacteriano mediante PCR, se utiliz6 una
reaccion de amplificacion para cada gen. Los
genes se amplificaron usando los primers
oligonucleo6tidos descritos en la Tabla 1 (21).

Para la amplificacion de los genes TEM y
CTX-M, se utiliz6 Buffer GoTaq 1X (Promega),
2, 5mMdeMgCl2,200umdecadaoligonuclebtido
(DNTp Mix Promega); 0,4uM de cada primer,
1,25U de Tag-DNA Polimerasa (Promega),
3uL del ADN extraido de cada muestra, para
una mezcla de reaccion con un volumen final
de 50uL. Se utilizé un termociclador PTC 100
(MJ-Research) con la siguiente programacion:
un paso de desnaturalizacion inicial a 94°C por
5 minutos, posteriormente se realizaron 30
ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 ciclos de 30
segundos a 50°C, 30 ciclos de 30 segundos a
72°C. A continuacion, se realiz6 un paso final
de extension a 72°C por 5 minutos (21). Por
otra parte, para la amplificacion del gen SHV,
se realizo el mismo protocolo con las siguientes
condiciones de amplificaciéon: 30 ciclos de 30
segundos a 94°C, 30 ciclos 30 segundos a 59°C,
30 ciclos de 30 segundos a 72°C. A continuacion,
se realizo un paso final de extension a 72°C por
5 minutos (21).
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Tabla 1. Primers a utilizar para la amplificaciéon de genes de BLEE

Inici . . Gen Tamafio del
niciador Secuencia del primer amplificado producto (pb)
TEM F 5 -ATAAAATTCTTGAAGACGAAA-3* TEM 1080
TEM R 5 -GACAGTTACCAATGCTTAATCA-3"
CTX-M F 5 -TTAATGATGACTCAGAGCATTC-3" CTX-M o1
CTX-M R 5 -GATACCTCGCTCCATTTATTG-3" 9
SHV F 5" -TCGGGCCGCGTAGGCATGAT-3" SHV 812
SHV R 5 - AGCAGGGCGACAATCCCGCG-3*

Fuente: Evolution and dissemination of extended-spectrum b-lactamase- producing Klebsiella pneumoniae: Epidemiology
and molecular report from the SENTRY Antimicrobial Surveillance Program (21).

La deteccion de amplificados se realizo
mediante una electroforesis con gel de agarosa
al 1% en Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5x. El gel
se cargd con un marcador de peso molecular
con bandas desde 100pb hasta 1,5 Kb y en
el resto de los pocillos se colocaron 5 pL del
producto de la PCR. Se corri6 la electroforesis a
80 voltios por aproximadamente 1 hora. Luego,
se tino el gel con bromuro de etidio (1ug/mL)
durante 30 minutos. Una vez teiiido el gel, la
deteccion de amplificados se visualizd sobre
un transiluminador de luz ultravioleta UVP-
Chromato-VUE modelo TM-36 de 115 voltios,
60Hz y capacidad de 1,2 amperios, y las bandas
electroforéticas resultantes fueron fotografiadas
con una camara fotografica digital Cyber-Shot
con filtro naranja de 5.1 mega pixeles (SONY).
Las reacciones de amplificacion para los genes
se consideraron positivas, al observar una
banda tinica de 1080 pb para el gen TEM, de 901
pb para el gen CTX-M y de 812 pb para el gen
SHYV. Por otra parte, para el control de calidad
de las pruebas de susceptibilidad se utilizaron
las siguientes cepas de E. coli ATCC 35218 y
ATCC 25922. Para determinar la sensibilidad
y especificidad de los métodos fenotipicos, asi
como de los cebadores o primers se utilizaron
cepas control que poseian el mecanismo
de resistencia plenamente identificado. Se
utilizaron las siguientes cepas: Escherichia
coli ATCC 25922 como control negativo
para el método del doble discos y control
negativo para la amplificacion de primers, K.
pneumoniae ATCC 700603 control positivo
de amplificacion para SHV, Escherichia coli

CRB-SAHUM 25314-15 como control positivo
para la amplificacion de TEM y Escherichia coli
CRB-SAHUM 23584-16 como control positivo
para CTX-M, estas tres tltimas también fueron

utilizadas como control positivo para el método
del doble disco.

RESULTADOS

Durante el periodo de estudio, se
procesaron 1992 muestras para cultivo
bacteriolégico. Se aislaron 140 miembros de
la familia Enterobacteriaceae (7,03%), de las
cuales 39,29% (n=55) fueron productoras de
BLEE. Estas cepas estuvieron distribuidas de la
siguiente manera: 31 cepas de E. coli (56,36%),
12 K. pneumoniae (21,82%), 4 E. cloacae
(7,27%), 3 P. mirabilis (5,45%), 3 S. marcescens
(5,45%), 1 M. morganii (1,82) y 1 Salmonella
spp. (1,82%).

Las 55 cepas fueron aisladas de 50
pacientes, por lo que se observaron 5 pacientes
multi-infectados (Ver Tabla 2). La mayoria
de los pacientes correspondieron al sexo
masculino (68%, n=34) y mayoritariamente
entre 18-28 anos (28%, n=14), seguido de 16%
(n=8) entre 40 a 50 anos y 12% (n=6) entre 29
a 39 anos. Asimismo, las cepas fueron aisladas
principalmente de heridas (22%, n=11), orina
(20%, n=10) y traquea (14%, n=7), asi como
de la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI)
(24%, n=12), observacion (18%, n=9), cirugia,
medicina interna y pediatria (14%, n=7).

Con respecto a la resistencia a los
antibi6ticos, los aislamientos de E. coli
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BLEE positivos fueron altamente resistentes
a amoxicilina/acido clavulanico (100%), a
ciprofloxacina (92%) y levofloxacina (94,7%),
a gentamicina (80%) y tobramicina (77,27%),
a tetraciclina (96,43%) y a trimetoprim/
sulfametoxazole (83,33%). Con respecto a los
otros aminoglucoésidos ensayados, la resistencia
a amikacina (23,53%) y netilmicina (40,91%)
fue menor. Todos los aislamientos fueron
susceptibles a los carbapenémicos.

93

Los aislados de K. pneumoniae BLEE

positivos fueron altamente resistentes a
amoxicilina/acido clavulanico (100%),
amikacina (75%), gentamicina (85,71%)

y tobramicina (83,33%), a ciprofloxacina
(66,66%) y levofloxacina (80%) y a tetraciclina
(50%), mientras que la resistencia a netilmicina
fue menor (57,14%) con respecto a los otros
aminoglucosidos ensayados. La mayoria de
los aislamientos fueron susceptibles a los
carbapenémicos (91,67%).

Tabla 2. Caracteristicas clinicas de los casos multi-infectados y genes de BLEE de los

aislamientos.
Informaci6n del " 5
Paciente 3 4 5
Edad (afios)/sexo | 83/M 68/M 25/M 48/F 38/M
Muestra de origen | Secrecion traqueal Secrecion SEEEE Orina Ulcera de pierna Abs.ceso
traqueal traqueal perianal
Servicio UCI UCI Observacion Obstetricia lffediing
Interna
e K. pneumoniae . E cloacae
(SHV/TEM/ e E.coli ’ o P
e E. cloacae (TEM) ey
. CTX-M) (TEM) mirabilis
Especies (CTX-M) E. cloacae (TEM)
bacterianas (genes e E. coli (TEM) . K e K.
de BLEE) : § . e E. coli | (TEM/CTX-M) pneumoniae .
pneumoniae (TEM) (SHV/ e E.coli
e S.marcescens (SHV/TEM) CTX-M) (TEM)
(TEM)

Al analizar la presencia de los genes para

BLEE se observo que el 83,63% (n=46) de los
aislamientos presento el tipo TEM, seguido del
tipo CTX-M (23,63%; n=13) y SHV (21,81%;
n=12). Asimismo, 40 aislados (72,73%)
presentaron un solo gen para BLEE, 14 aislados
(25,45%) presentaron 2 genes para BLEE,
mientras que 1 aislamiento (1,82%) presentd
3 genes para BLEE de manera simultanea. La

Hasmera 45(2): 88-99, 2017

Tabla 3 muestra la distribuciéon de los genes
para la produccion de BLEE presentes en las
cepas estudiadas.

Al aplicar el chi-cuadrado, no se encontrd
asociacion significativa (p<0,05) entre el
aislamiento de Enterobacteriaceae productora
de BLEE y el género, la edad, el servicio de
hospitalizaciéon y el tipo de muestra de los
pacientes.
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Tabla 3. Distribucion de los genes para la produccion de BLEE en aislamientos clinicos de
Enterobacteriaceae (n=55).

Tipos de genes (n/%)
Microorganismo TEM CTX-M (’31‘&1\{[ 1(/1 'SI*IEX/[/ CSTI;(XQ(/I SI—(I:VT/)'(I‘_ ll*i/IM/ N° cepas
E. coli 24/77,4 5/16,1 2/6,5 31
K. pneumoniae 9/75,0 2/16,7 1/8,3 12
E. cloacae 2/50 1/25 1/25 4
P. mirabilis 3/100 3
S. marcescens 2/67 1/33 3
Salmonella spp. 1/ 100 1
M. morgannii 1/100 1
TOTAL (n/%) 33/60 7/12,7 3/5:5 9/16,4 2/3,6 1/1,8 55/100
DISCUSION E. coliy E. cloacae respectivamente. Asimismo,

Los microorganismos productores de
BLEE constituyen un problema en los centros
de salud, siendo K. pneumoniae, E. coli y E.
cloacae productores de BLEE, bacterias que
ocasionan altastasasdemorbilidad ymortalidad
(22, 23). La prevalencia de enterobacterias
productoras de BLEE reportada recientemente
por diferentes estudios a nivel mundial, varia de
3,8% a 45,4% (23-25). En el hospital objeto dela
presente investigacion, la prevalencia de BLEE
en miembros de la familia Enterobacteriaceae
es elevada (39,29%) y similar a los resultados
obtenidos en otro centro de salud de
Maracaibo (34,40%) (26). Asimismo, estos
microorganismos son principalmente aislados
de muestras del tracto urinario, sangre y tracto
respiratorio (23), similar a lo obtenido en la
presente investigacion.

Entre las enterobacterias estudiadas,
los principales productores de BLEE en esta
investigacion fueron E. coli, seguida por K.
pneumoniaey E. cloacae, similaralosresultados
obtenidos por Moosavian M y Ahmadkhosravy
N en Iran (25), quienes también demostraron
que E. coli es un importante productor de BLEE,
sin embargo, el segundo lugar estuvo ocupado
por diferentes especies de Enterobacter,
mientras que Klebsiella ocup6 el tercer lugar.
El estudio realizado por Sangare S y cols. (27),
mostroé a los aislados de K. pneumoniae como
principales productores de BLEE, seguido por

Silva-Sanchez J y cols. en México (22) también
demostraron como especie productora de
BLEE maés prevalente a K. pneumoniae (56%),
pero a diferencia, E. cloacae (29%) ocupd el
segundo lugar, seguido de E. coli (15%). Por su
parte Uemura y cols. (28) estudiaron un brote
producido por enterobacterias productoras de
BLEE en una unidad de cuidados intensivos
hemato-oncolégica, encontrando a K.
pneumoniae como el microorganismo mas
frecuentemente involucrado enla produccion de
BLEE, seguido de E. coli. Todos estos estudios
demuestran diferencias en cuanto al principal
agente productor de BLEE, lo que indica que la
produccion de BLEE por parte de los miembros
de la familia Enterobacteriaceae, esta muy
ligada a la epidemiologia local y condiciones de
la institucion o lugar donde se realice el estudio.

En cuanto a los genes de resistencia
detectados en los aislados de E. coli, se encontro
que el gen predominante fue TEM, presente
en el 83,63% de los aislados; asimismo, este
gen se presentd principalmente de manera
aislada en el 77,41% de los casos, sin embargo,
en dos aislados (6,45%) estuvo de manera
concomitante el gen CTX-M y en un solo caso
se observo la presencia del gen CTX-M como
tnico gen productor de BLEE. Un estudio
realizado por DeFrancesco A y cols. (29),
demostrd que la BLEE del tipo TEM estuvo
presente en el 95,1% de las cepas de E. coli
estudiadas, solo el 4,9% de las cepas presentd
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la BLEE CTX-M, mientras que ninguno de
los aislados present6 la BLEE tipo SHV, estos
resultados son muy similares a los encontrados
en la presente investigacion. Sin embargo, el
estudio realizado en Irdn por Moosavian M
y cols. (25) mostr6 una prevalencia de BLEE
del tipo CTX-M del 46,1% en aislados de E.
coli, mientras que Liao Ky cols. (30) en China,
encontraron un 62,3% y 5,39% de produccion
de BLEE tipo CTX-M y SHV respectivamente y
Sangare y cols. (27) en Mali demostraron una
prevalencia de CTX-M del 100% en E. coli. Por
otra parte, la produccion simultanea de dos o
mas BLEE por parte de un microorganismo
ha sido documentada ampliamente, una de las
publicaciones mas impactantes a este respecto
lo constituye el reporte de Kapmaz M y cols.
(31), donde se presentan dos aislados de E. coli
con la capacidad de producir enzimas de los
tipos NDM-1, TEM, SHV y CTX-M de manera
simultanea.

En el caso de K. pneumoniae, el gen
predominantemente producido por las cepas
estudiadas fue SHV, seguido de TEM y CTX-M,
con 100%, 83,33% y 25% respectivamente.
Resultados similares fueron reportados en
México por Silva-Sanchez J y cols. (22),
quienes obtuvieron como BLEE predominante
el tipo SHV (84%), seguido de TLA-1 (11%) y
CTX-M (5%). Asimismo, diferentes estudios
han demostrado que en K. pneumoniae
CTX-M tiene importancia después de SHV
y TEM (32, 33). Por otra parte, Uemura y
cols. (28) detectaron los tipos SHV y CTX-M
en el 100% de las cepas de K. pneumoniae
estudiadas, mientras que Sangare y cols. (27),
encontraron en K. pneumoniae una prevalencia
de produccion de BLEE tipo CTX-M y SHV del
75% y 25% respectivamente, asi como Robin
y cols. (23), demostraron que CTX-M fue la
BLEE predominante en el 81,1% de los aislados
de K. pneumoniae, resultados que difieren de
los nuestros, donde la BLEE predominante fue
SHV.

Para el resto de las enterobacterias
estudiadas, solo se obtuvieron 4 aislados de E.
cloacae, dos fueron productores de TEM, uno
de CTX-M y otro de TEM y CTX-M de manera
simultanea; no es posible sacar conclusiones
con el escaso numero de cepas probadas, sin
embargo la BLEE que predominé fue TEM, y
esta puede presentarse de manera concomitante
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con CTX-M; Sangare y cols. (27), realizaron
un estudio similar y encontraron resultados
completamente diferentes, demostrando que
todos los aislados de E. cloacae produjeron
solo BLEE del tipo CTX-M. Por otra parte,
Markovska y cols. (34), realizaron un estudio
de prevalencia de BLEE en especies de
Enterobacter, demostrando que el 75% de
los aislados fue productor de BLEE del tipo
CTX-M, resultados que concuerdan con nuestra
investigacion.

Enel casode P. mirabilissoloseanalizaron
3 aislados y todos fueron productores de TEM,
al igual que los aislamientos de Salmonella y
M. morganii. En cuanto a S. marcescens, de
los tres aislados analizados, dos produjeron
BLEE del tipo TEM y uno del tipo CTX-M; estos
ultimos géneros no demostraron la capacidad
de producir méas de un tipo de BLEE de manera
simultanea,adiferenciadelosgénerosKlebsiella,
Escherichia y Enterobacter. Existe mucha
diversidad de reporte en cuanto a la producciéon
de BLEE por parte de estos microorganismos.
Sangare y cols. (27), no reportaron producciéon
de BLEE en estos géneros, mientras que Hwang
y cols. (35) informaron un caso de bacteriemia
debida a Salmonella enterica serovar Virchow
ST16 productora de BLEE de los tipos CTX-M
y TEM. Cartelle Gestal y cols. (36) en Ecuador
describieron un brote producido por Salmonella
enterica serovar Infantis productora de CTX-M,
resultados que contrastan con los obtenidos en
este trabajo y Markovska y cols. (34), reportaron
cepas de Proteus y Serratia productoras de
CTX-M.

El presente estudio demuestra la
diversidad de BLEE en la localidad, por lo que
los resultados sugieren que la obtencion de
los genes para la produccion de BLEE, en las
dos principales especies de enterobacterias
aisladas (E. coli y K. pneumoniae), depende de
sus caracteristicas microbiologicas. Asimismo,
se observd la predominancia en nuestros
aislados de genes del tipo TEM, resultados que
difieren con muchas investigaciones a nivel
mundial; sin embargo, se ha comprobado que
la presencia y diversidad de BLEE depende en
gran medida de la epidemiologia local donde
se realice el estudio (22, 23, 30, 35, 37), siendo
importante resaltar la presencia de pacientes
colonizados/infectados por multiples cepas de
enterobacterias productoras de diferentes tipos
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de BLEE en el presente estudio. Otro factor
no considerado en este estudio es la relacion
clonal de los aislados, probablemente un clon
predominante de cepas productoras de BLEE
del tipo TEM, se encuentre en la institucion
estudiada, lo que alteraria su epidemiologia.

Sin embargo, diferentes trabajos (25-
28, 38-41) han demostrado que las BLEE del
tipo CTX-M se movilizan facilmente mediante
plasmidos en bacterias ambientales (42). En
el presente, la emergencia de infecciones por
BLEE adquiridas en la comunidad se asocia
globalmente con BLEE del tipo CTX-M (43),
se asume que este tipo de BLEE se disemina
mas facilmente que los genes TEM y SHV
bajo la presion selectiva de un tratamiento
con antimicrobianos de amplio espectro;
esto explicaria por qué las BLEE tipo CTX-M
han suplantado a las del tipo TEM y SHV en
diferentes estudios (44), siendo por lo tanto
posible que en el futuro suceda lo mismo con
nuestros aislados. En la presente investigacion,
los resultados indican un predominio de
BLEE del tipo TEM, sobre todo en aislados
de E. coli, debido posiblemente a la presencia
de un clon predominante en la institucion o
al hecho de que los genes BLEE en E. coli se
adquieren principalmente mediante vectores
como bacteridfagos, los cuales permiten la
diseminacion de varios genes al mismo tiempo
(28), esto se apoya también en el hecho de
que una importante proporcion de nuestros
aislados fue capaz de producir diferentes tipos
de BLEE de manera simultanea.

En  conclusién, nuestro  estudio
demuestra la presencia de BLEE en diferentes
especies de Enterobacteriaceae aisladas de
muestras clinicas, con predominio de BLEE del
tipo TEM, mientras que una parte importante
de los aislados fue capaz de producir mas de
una BLEE de manera simultanea. Se requieren
estudios que permitan establecer los patrones
de relacion clonal, asi como el analisis de
plasmidos de resistencia, para realizar una
mejor caracterizacion epidemiologica de las
BLEE presentes en nuestro medio y disenar las
medidas de control necesarias para controlar la
propagacion de este mecanismo de resistencia
en nuestras instituciones de salud.

Perozo Mena et al.
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