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RESUMEN
Palabras clave:
Betalactamasas de espectro extendido Los métodos de deteccién de enterobacterias productoras de betalactamasas de espectro extendido (BLEE)
Métodos fenotipicos de cribado comienzan por una adecuada interpretacién de los perfiles de sensibilidad aplicando los criterios habitua-
y confirmacién les de lectura interpretada del antibiograma. Posteriormente, se elegirin métodos de confirmacién apro-
Métodos moleculares de caracterizacion piados, basados en la inhibicion de la enzima por inhibidores de betalactamasas, generalmente el acido

clavuldnico. Deben utilizarse, al menos, dos sustratos —cefotaxima o ceftriaxona y ceftazidima- para detec-
tar enzimas con baja actividad hidrolitica para alguno de los sustratos en las enterobacterias que no poseen
AmpC, y afiadir cefepima, o utilizar inhibidores de AmpC, en aquellos microorganismos que posean esta
enzima. La identificacion de las enzimas responsables del fenotipo BLEE confirmado puede realizarse, en el
mismo laboratorio o en centros de referencia, siguiendo un protocolo de pruebas bioquimicas y molecula-
res que al menos permita descartar los genes relacionados con mas frecuencia con los perfiles fenotipicos
predominantes en nuestra regién. Es importante conocer las combinaciones enzimas-microorganismos
frecuentes en nuestra area geografica, los vehiculos de transmisién genética involucrados en su disemina-
cién y las principales caracteristicas epidemioldgicas de las infecciones que producen para establecer la
dimensién del problema y analizar su evolucion, a fin de intentar instaurar medidas que contribuyan a li-
mitar su diseminacién.
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Extended-spectrum beta-lactamases in enterobacteria other than Escherichia coli

and Klebsiella

ABSTRACT
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Extended spectrum beta-lactamases Methods for detecting ESBL-producing Enterobacteriaceae begin by a correct interpretation of the
Screening and confirmatory phenotypic susceptibility profiles, applying the usual criteria for interpretative reading of the antibiogram. Appropriate
methods confirmatory methods will be consequently chosen, based on the inhibition of the enzyme by beta-
Molecular methods of detection lactamases inhibitors, generally clavulanic acid. In case of non-AmpC-producing Enterobacteriaceae, at least

two substrates should be used —cefotaxime or ceftriaxone and ceftazidime- to detect enzymes with a low
hydrolytic activity against both substrates. Cefepime or AmpC-inhibitors should be recommended for
AmpC-producing microorganisms. The identification of the enzymes responsible for the confirmed ESBL
phenotype can be performed, either in the clinical laboratory or in reference centres, following a protocol
of biochemical and molecular reactions able to detect and characterize, at least, those genes more
frequently related to the predominant phenotypic profiles in our region. It is important to know which are
the most prevalent combinations enzyme-microorganism, the vehicles for the genetic transmission
involved in their dissemination, and the main epidemiological characteristics of the infections that they
produce, in order to establish the dimensions of the problem and conduct surveillance studies, with the
aim of achieving measures to control the wide spread.

© 2010 Elsevier Espafia, S.L. All rights reserved.

* Autor para correspondencia.
Correo electronico: fcastillo@salud.aragon.es (F.J. Castillo Garcia).

0213-005X/$ - see front matter © 2010 Elsevier Espafia, S.L. Todos los derechos reservados.



C. Seral Garcia et al / Enferm Infecc Microbiol Clin. 2010;28(Supl 1):12-18 13

DOQFEQJHAE&JB% G@hh&m@%ég/m%%&s’ﬁmggsonal se prohibe |a?r§ﬁ§ﬁ£ﬂ%é\£t§!&ﬁ&ﬂmt€mm¥m§% gi,ggig;tas de E. coli

El mecanismo mas importante de resistencia a los betalactami-
cos en las enterobacterias es la produccién de betalactamasas. Mu-
chos miembros de la familia Enterobacteriaceae poseen betalacta-
masas cromosémicas naturales, probablemente derivadas de las
propias proteinas fijadoras de penicilina (PBP, del inglés penicillin-
binding protein), con las que tienen analogia secuencial y estructu-
ral. Los genes que codifican estas enzimas se pueden encontrar en
el cromosoma o en elementos genéticos maviles, y su producciéon
puede ser constitutiva o inducible. Las betalactamasas de espectro
extendido (BLEE) se definen como enzimas capaces de hidrolizar las
penicilinas, todas las cefalosporinas (menos las cefamicinas) y
las monobactamas, pero no las carbapenemas. Se caracterizan por
ser inhibidas por el acido clavuldnico, sulbactam y tazobactam. En
1983 se descubri6 en Alemania la primera enzima capaz de hidro-
lizar las cefalosporinas de mas amplio espectro (SHV-2), inaugu-
rando el capitulo de las BLEE'2 En Francia, un afio después, se des-
cribié una TEM-3 con fenotipo semejante’. En 1989 se detecté un
aislado clinico de Escherichia coli con una enzima diferente a TEM
y SHV, que se denominé CTX-M-1 por su actividad hidrolitica pre-
ferente por la cefotaxima* Se considera que las cefotaximasas
CTX-M plasmidicas derivan de las penicilinasas cromosémicas na-
turales de Kluyvera spp. Tanto las secuencias de insercién (IS, del
inglés insertion sequences) como algunos fagos estarian involucra-
dos en este salto a los plasmidos. Entre 1986 y 1992 aparecieron,
casi simultdneamente, las primeras CTX-M en Jap6n, Alemania, Ar-
gentina, Italia y Francia®. El grupo CTX-M ha adquirido una gran
relevancia epidemiolégica debido a su dispersion intra y extrahos-
pitalaria. Se han aislado en casi todas las enterobacterias, en parti-
cular en Klebsiella pneumoniae, E. coli y Enterobacter. Actualmente
se detectan, sobre todo, en E. coli y en pacientes con infecciones
contraidas en la comunidad, produciéndose un flujo de aislados
desde este ambiente al medio hospitalario. Su éxito epidemioldgi-
co se debe a la presencia de genes blay,. en elementos méviles
(plasmidos o transposones) y su asociacioén a integrones, mas que
a su diseminacioén clonal, como SHV y TEM®, En 1991, en Turquia,
y mas tarde en Francia, se detectaron por primera vez oxacilinasas,
que se inhibian débilmente por el acido clavuldnico pero que con-
ferian, por lo demas, un fenotipo similar al de las BLEE. Resultaron
ser mutantes de las betalactamasas tipo OXA, la mayoria de OXA-
10. Se han descrito 11 variedades hasta la fecha, y aunque princi-
palmente afectan a Pseudomonas, también se han descrito en ente-
robacterias’.

Hoy se conocen mas de 160 variantes de TEM, la mayoria de ellas
BLEE, pero también aqui se incluyen las enzimas IRT (inhibitor resis-
tant TEM) y CMT (complex mutant TEM), mas de 115 para SHV y mas
de 80 de CTX-M (clasificadas en cinco grupos: CTX-M-1, CTX-M-2,
CTX-M-8, CTX-M-9 y CTX-M-25), y la cifra sigue creciendo. Ademas,
aparecen nuevas BLEE como PER, VEB, GES, SFO, TLA, BEL, BES e
IBC>2. Las diferencias en las secuencias de aminodcidos de las enzi-
mas TEM, SHV y otras enzimas (OXA, CTX-M, CMY, IMP, VIM, KPC)
estdn actualizadas en la pagina web dedicada a la nomenclatura de
George Jacoby y Karen Bush®.

Ademas de las BLEE clasicas, de naturaleza plasmidica, algunos
microorganismos producen betalactamasas cromosémicas que, en
caso de hiperproduccion, confieren fenotipos de resistencia simila-
res al que determinan las BLEE, esto es, resistencia a las cefalospori-
nas de espectro extendido e inhibicién por el acido clavuldnico. Entre
las enterobacterias que producen estas betalactamasas de forma
natural se encuentran Yersinia enterocolitica, Klebsiella oxytoca,
Citrobacter koseri y distintas especies del género Kluyvera. En este
articulo, al referirnos a las BLEE, haremos mencién sélo a las beta-
lactamasas de codificacién plasmidica, ya que son las que suponen
un riesgo epidemiolégico importante por su alta capacidad de dise-
minacién.

y Klebsiella

Diferentes estudios epidemiolégicos llevados a cabo en Europa y
otras areas geograficas revelan un aumento de la prevalencia y la
dispersion de las BLEE, principalmente en E. coli y Klebsiella. Respec-
to a otros géneros de la familia, el estudio MYSTIC de 2004 informa
de una prevalencia en Enterobacter, Citrobacter y Proteus mirabilis por
debajo del 4%'°, siendo en 2006 de un 1,4% para P. mirabilis''. Los
datos del estudio SENTRY indican que el 5,3% de P. mirabilis son por-
tadores de BLEE, mientras que, en Italia, en infecciones extrahospita-
larias, principalmente urinarias, es P. mirabilis el microorganismo
que alberga BLEE con mas frecuencia. En el estudio SMART de 2004,
el 22% de las cepas de Enterobacter aisladas de infecciones intraabdo-
minales producian BLEE. En general, la prevalencia de BLEE en Euro-
pa es mayor que en Estados Unidos y menor que en Asia y Sudamé-
rica, aunque se encuentran amplias diferencias en los distintos paises
europeos. Parece que algunos microorganismos que expresan ciertas
enzimas estin mejor adaptados a algunas areas geograficas. Y, si
bien el Reino Unido sigue siendo el pais europeo con una mayor pre-
valencia de aislados BLEE, es destacable que paises del norte y el este
de Europa, Suecia, Noruega y Alemania, que tradicionalmente conta-
ban con tasas inferiores al resto de paises europeos, ya se estan igua-
lando®. Las BLEE mas frecuentes en la actualidad son TEM-4, TEM-24,
TEM-52, SHV-12, CTX-M-9, CTX-M-14, CTX-M-3, CTX-M-15 y CTX-
M-32.

Género Enterobacter

Enterobacter, como Citrobacter, Serratia, Providencia y Morganella,
poseen betalactamasas cromosémicas inducibles. Estas betalactama-
sas son enzimas de clase C que pueden conferir resistencia constitu-
tiva a las oxiimino-cefalosporinas si son hiperproducidas como con-
secuencia de una desrepresién mutacional'?. Respecto a la presencia
de BLEE, Enterobacter aerogenes portador de TEM-24 se ha disemina-
do en Francia, Italia, Espafia, Bélgica y Portugal en forma de brotes
epidémicos'>', En un estudio realizado en Estados Unidos sobre En-
terobacter aislados de hemocultivos, 15 de 45 aislamientos poseian
una BLEE tipo SHV (SHV-2,-5,-7,-12,-14,-30), ademas de AmpC, no
existiendo relacion clonal entre las cepas'®. SHV-12 se ha encontrado
en Enterobacter cloacae también en otros paises como Taiwan'é, En
un estudio de 12 afios realizado en un hospital de nuestro pais, CTX-
M-10 fue predominante en E. cloacae, y se encontraron cinco clones
diferentes entre los diez aislamientos detectados'. En Portugal, en
un estudio de prevalencia de BLEE en enterobacterias de origen cli-
nico, encontraron en E. cloacae las enzimas TEM-10 y SHV-12 y en E.
aerogenes las enzimas TEM-24 y TEM-116S. En nuestro pafs, recien-
temente se ha descrito un brote epidémico hospitalario causado por
una cepa de E. cloacae productora de SFO-1, codificada en un plasmi-
do; es la primera vez que se detecta esta enzima fuera de Japon'’.

Proteus mirabilis

P. mirabilis carece de betalactamasas cromosdmicas de tipo AmpC,
asi que la resistencia enzimadtica a betalactimicos depende de la ad-
quisicién de genes de resistencia desde otras bacterias. En un estudio
espaifiol reciente se ha encontrado una notable diversidad de enzi-
mas BLEE (CTX-M-1, CTX-M-32 y VEB-4) en P. mirabilis, y la preva-
lencia, aunque baja, se habia incrementado a lo largo de los afios’®.
En Portugal se hall6 en P. mirabilis de origen clinico la enzima TEM-
248,

Salmonella enterica

A diferencia de otras enterobacterias, el género Salmonella carece
de betalactamasas cromosémicas constitutivas. Ello podria explicar-
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sidera que la expresion a alto nivel de este tipo de enzimas resultaria
incompatible con la capacidad invasiva y de multiplicacién intrace-
lular de Salmonella. Asi pues, lo mas habitual es que, si Salmonella
llega a producir betalactamasas, éstas sean de origen plasmidico, y
de ellas, las mas frecuentes son de tipo TEM, SHV, OXA y CTX-M. Por
otra parte, hay que destacar, por su amplia distribuciéon (hasta un
55% de todos los aislados mundiales del serotipo), el clon de Salmo-
nella Typhimurium fagotipo DT104 y sus derivados, que expresa el
fenotipo de pentarresistencia ACSSuT (ampicilina, cloranfenicol, es-
treptomicina, sulfamidas y tetraciclina). Los genes (bla, ;, floR,
aadA1, sull y tetG) responsables de las resistencias suelen encontrar-
se dentro del denominado islote de patogenicidad de Salmonella 1
(ISG-1), de localizacién cromosémica. Se han descrito aislados en
aves de corral que albergaban, al mismo tiempo, este ISG-1 en el
cromosoma y una BLEE bla,, s, en un plasmido conjugativo’. Otro
grupo de aislados de Salmonella Typhimurium de distribucién inter-
nacional alberga en plasmidos hibridos de virulencia y resistencia
una penicilinasa OXA-1, entre otros genes de resistencia responsa-
bles también de un fenotipo ACSSuT?. Varios estudios, procedentes
de diferentes paises, describen aislados de Salmonella Typhimurium
que, produciendo igualmente una OXA-1 plasmidica, presentan una
sensibilidad disminuida a la cefepima, lo que puede dificultar su di-
ferenciacion inicial de una cepa BLEE?'%2, Los dltimos estudios euro-
peos muestran un bajo porcentaje de BLEE en Salmonella, lo que no
resta trascendencia a su presencia y eventual difusion, ya que el tra-
tamiento de pacientes con cepas portadoras de este mecanismo de
resistencia puede verse seriamente limitado?. Las BLEE detectadas
en S. enterica mas frecuentes en Europa proceden tanto de pacientes
humanos -enfermos y portadores asintomaticos— como de animales
de granja y de compafiia. De hecho, se ha demostrado la difusion
clonal de cepas de origen humano y animal del serotipo Virchow
portadoras de blay.,,. aisladas en Espafia?%. A destacar, los distintos
brotes de Salmonella Virchow portadora de blaqy ., 0 blacy .o asi
como los hallazgos de diversos serotipos portadores de bla,, ., 0
bla,, s, y de blag,, ,,5'%?>?. También se ha descrito la incorporacién
de una BLEE, una CTX-M-15, en el cromosoma bacteriano a partir de
plasmidos conjugativos, concretamente en aislados de Salmonella
serotipo Concord, procedentes de Etiopia®’. En un estudio reciente
de caracterizacién de BLEE en S. enterica realizado en nuestro pais se
hallaron las enzimas CTX-M-15, CTX-M-10 y SHV-1228,

Deteccion de BLEE en el laboratorio de microbiologia

La mayoria de los métodos descritos para detectar microorganis-
mos productores de BLEE se han disefiado para E. coli y Klebsiella, y
se fundamentan en la inhibicién de estas enzimas por el acido clavu-
lanico u otros inhibidores de betalactamasas. No se puede menos-
preciar la presencia, cada vez mayor, de BLEE en enterobacterias
productoras de betalactamasas cromosdmicas AmpC, en las que las
mutantes desreprimidas enmascaran la presencia de BLEE, compli-
cando su deteccién. Ademads, esta creciendo la incidencia de entero-
bacterias portadoras de AmpC plasmidicas. Con independencia de
los métodos que elija cada laboratorio para su estudio, el primer
paso ha de ser siempre un riguroso andlisis del perfil de sensibilidad
a los antimicrobianos con los criterios habituales de lectura interpre-
tada del antibiograma que permita detectar fenotipos compatibles
con su presencia®.

Meétodos fenotipicos de cribado para la investigacién de BLEE

Desde la década de 1980 se han publicado diferentes protocolos
con pruebas fenotipicas que exploran las dos caracteristicas princi-
pales de las BLEE: sensibilidad disminuida a cefalosporinas de am-
plio espectro y aztreonam e inhibicién de la resistencia por acido
clavulanico. Sin embargo, la deteccién de BLEE en microorganismos

betalactamasas de tipo AmpC resisten la inhibicién por acido clavu-
lanico y, ademas, el propio acido clavulanico puede actuar como in-
ductor de la betalactamasa AmpC presente en el cromosoma de de-
terminadas especies®. El Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI) recomienda hacer un cribado de la posible produccion de BLEE
en E. coli, K. pneumoniae y K. oxytoca. También incluye a P. mirabilis,
cuando su presencia es clinicamente relevante, como en hemoculti-
vos. Sin embargo, todavia no incluye recomendaciones para los mi-
croorganismos en los que podrian regir los mismos criterios, como
Salmonella, o para los productores de AmpC (E. cloacae, E. aerogenes,
Cricobacter freundii, etc.). Se propone una prueba inicial, mediante
microdilucién en caldo o mediante difusién en agar con discos, para
evaluar la sensibilidad a mas de uno de los siguientes antibidticos:
cefpodoxima, ceftazidima, cefotaxima, ceftriaxona y aztreonam. Una
disminucién de la sensibilidad a uno o mas de los antimicrobianos
probados puede indicar la presencia de una BLEE y debera proceder-
se a realizar una prueba fenotipica de confirmacién®'. Se considera-
ran sospechosas las cepas con una concentracién minima inhibitoria
(CMI) = 2 pg/ml para cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona o aztreo-
nam en cepas de E. coli, K. pneumoniae, K. oxytoca y P. mirabilis. Si se
utiliza el método de difusion en agar con discos, la sospecha debera
establecerse cuando se registren diametros de inhibicién para cefpo-
doxima = 17 mm, ceftazidima < 22 mm, aztreonam < 27 mm, cefo-
taxima = 27 mm y ceftriaxona = 25 mm en E. coli, K. pneumoniae
y K. oxytoca, y didmetros para cefpodoxima = 22 mm, ceftazidima
= 22 mm y cefotaxima = 27 mm en el caso de P. mirabilis. Tam-
bién se recomienda usar las cepas control E. coli ATCC 25922 no pro-
ductor de BLEE y K. pneumoniae ATCC 700603 productor de BLEE.

Métodos automatizados y cribado de BLEE

Los sistemas automatizados mas utilizados en los laboratorios de
microbiologia clinica son capaces de alertar de la posible produccién
de BLEE por parte de los microorganismos estudiados. Para hacer el
cribado mas eficaz, suelen incluir combinaciones de cefalosporinas
con acido clavulanico. La presencia de cefepima en los cribados au-
tomaticos facilitara la blisqueda de BLEE en las bacterias productoras
de AmpC. Por otra parte, la presencia de cefamicinas (cefoxitina) en
el cribado inicial permitira sospechar la presencia de una enzima de
tipo AmpC, especialmente en aquellos géneros que no la produzcan
de forma constitutiva. Se han realizado muchos estudios para eva-
luar la fiabilidad en la deteccién de BLEE por diferentes sistemas au-
tomatizados con resultados diversos®>*, Por tltimo, hay que sefialar
que se han comercializado medios selectivos cromogénicos para
BLEE elaborados por diferentes proveedores (ChromlID, bioMérieux,
0xoid) que basan su eficacia en la inclusién de oxiimino-cefalospori-
nas en su composicién. Para estudios de portadores se pueden utili-
zar estos medios o preparar medios suplementados con cefotaxima
o ceftazidima (1 pg/ml).

Pruebas fenotipicas de confirmacion de BLEE

La prueba fenotipica de confirmacién preconizada por el CLSI ex-
plora la sensibilidad a cefotaxima y ceftazidima con/sin acido clavu-
lanico mediante difusion en agar con discos o microdilucién en cal-
do. En el primer caso se requieren discos de cefotaxima (30 pg),
ceftazidima (30 pg) y otros con los mismos antibiéticos adicionados
de 4cido clavulanico (10 pg). En el caso de realizar microdilucién en
caldo, es necesario probar concentraciones de ceftazidima de 0,25-
128 pg/ml y de cefotaxima 0,25-64 pg/ml, y concentraciones de cef-
tazidima/acido clavulanico de 0,25/4-128/4 pg/ml y de cefotaxima/
acido clavulanico de 0,25/4-64/4 pg/ml. Se confirma la presencia de
una BLEE cuando la sensibilidad a cualquiera de los dos antibiéticos
en presencia de acido clavulanico aumenta mas de 5 mm el didmetro
de inhibicién o produce una reduccién de mas de 3 diluciones en la
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ma y ceftazidima para aumentar la sensibilidad de la técnica. La uti-
lizacién sélo de ceftazidima reduciria notablemente la probabilidad
de detectar las BLEE tipo CTX-M, tan frecuentes en nuestro medio.
Siendo que el CLSI no tiene en cuenta la deteccion de BLEE en ente-
robacterias diferentes a E. coli y Klebsiella, y considerando que la sen-
sibilidad encontrada para enterobacterias productoras de AmpC uti-
lizando estos dos antibidticos es baja, algunos autores recomiendan
incluir cefepima/cefepima-acido clavulanico. De este modo se consi-
gue una sensibilidad del 73% (difusion en disco) y del 53% (reduccién
de > 3 diluciones) en el caso de E. cloacae™. La baja sensibilidad se
deberia, principalmente, a las cepas que presentan CMI para cefepi-
ma mas bajas o didmetros amplios. Sin embargo, cuando se conside-
ran sospechosas todas las cepas con CMI = 1 pg/ml, se alcanza una
sensibilidad del 93%, aunque la especificidad es baja. El CLSI reco-
mienda interpretar los resultados del antibiograma para penicilinas,
cefalosporinas y aztreonam como resistentes si se confirma la pre-
sencia de una BLEE. Las recomendaciones que da EUCAST ante la
sospecha de una BLEE en cualquier enterobacteria por lectura inter-
pretada del antibiograma (excepto K. oxytoca y C. koseri) es confirmar
la presencia de la BLEE e informar sobre los resultados sensibles
como intermedios y los intermedios como resistentes.

El método de difusién en agar con discos puede ser sustituido en
la practica por la sinergia de doble disco, y las pruebas de microdilu-
cién, por la utilizacion de Epsilon-test® (bioMérieux), como se des-
cribe a continuacién.

Prueba de sinergia de doble disco

La prueba de sinergia de doble disco (DDST, del inglés Double-
Disc Synergy Test) fue el primer método propuesto para el cribado
de BLEE®. Se lleva a cabo en medio sélido, situando un disco de
amoxicilina-acido clavulanico (20 wg/10 pg), y entorno a éste, sepa-
rados 30 mm (de centro a centro), se disponen discos de cefotaxima
(o ceftriaxona), ceftazidima y aztreonam, con una carga estandar de
30 pg. La ampliacion del halo de inhibicién de los discos colocados
alrededor del de amoxicilina-acido clavulanico indica la produccién
de una BLEE. Si el resultado de la DDST es negativo, pero la sospecha
de produccién de BLEE es alta, resultaria necesario repetir la prueba
ajustando la distancia entre los discos, generalmente disminuyendo
la distancia entre ellos a 20 mm, lo que aumenta la sensibilidad, al
menos en E. cloacae'. Con P. mirabilis hay que aumentar la distancia
hasta 45 mm, porque la BLEE se puede expresar a bajo nivel. Las
limitaciones de la doble difusién con discos dependen de la pericia
en la realizacién de la prueba (disposicion de los discos) y en la in-
terpretacion de la sinergia. En cepas con problemas de permeabili-
dad o con resistencia simultanea a los inhibidores de betalactama-
sas puede verse mermada la capacidad de deteccién de esta
prueba.

Confirmacion fenotipica mediante Etest®

El método de las microdiluciones disefiado por el CLSI puede ser
sustituido por el uso de tiras de Epsilon-test (Etest®), que es mucho
mas comodo, si bien resulta menos econémico. Para detectar BLEE
se utilizan un conjunto de tiras de Etest (ESBL CT/CTL, TZ/TZL, PM/
PML) que contienen una concentracion creciente de la cefalosporina
correspondiente (cefotaxima, ceftazidima o cefepima), por un lado,
y una concentracién creciente de la misma cefalosporina asociada a
una concentracion constante de acido clavulanico (4 pg/ml), por el
otro. El fabricante recomienda la utilizacién de dos tiras (TZ/TZL y
CT/CTL) en el caso de microorganismos que no producen betalacta-
masas de tipo AmpC e incluir la tira de PM/PML en el caso de micro-
organismos productores de estas betalactamasas®. Si se observan
colonias en los halos de inhibicién, el valor de la CMI debera deter-
minarse observando cudl es la CMI a la que todas las mutantes han
sido inhibidas. Si no se siguen estas reglas, la sensibilidad de la téc-
nica disminuye y se observan discrepancias en la lectura®”.

en la deteccion de BLEE

Puede producirse confusién en la detecciéon de BLEE en diferen-
tes situaciones. En primer lugar, la hiperproduccién de SHV-1 en K.
pneumoniae, causada por la presencia de multiples copias del plas-
mido que la codifica, puede dar un fenotipo compatible con una
BLEE. En estos casos se incrementan las CMI a ceftazidima (4-8 pg/
ml) y aztreonam (1-2 pg/ml), mientras que se ven afectadas esca-
samente las CMI de cefotaxima, cefepima y cefpiroma. Ademas, hay
una disminucién de la sensibilidad a la amoxicilina-acido clavula-
nico.

Otra posibilidad de confusion deriva de la hiperproduccién, por
parte de K. oxytoca, de betalactamasas cromosémicas K1 sensibles a
los inhibidores (grupo 2be). Estas cepas producen ampliaciéon del
halo con cefuroxima, ceftriaxona, aztreonam, cefotaximay cefepima,
pero no con ceftazidima. La hiperproduccién no confiere resistencia
a la ceftazidima. Por lo tanto, para diferenciar una cepa de K. oxytoca
hiperproductora de K1 de una productora de BLEE, habra que fijarse
en la CMI de la ceftazidima, y si disminuye en presencia de acido
clavulanico. De forma practicamente constante, estas cepas son re-
sistentes a las combinaciones con inhibidores de betalactamasas.

Una tercera posibilidad de confusion proviene de la hiperproduc-
cién de betalactamasas cromosémicas inducibles de Proteus vulgaris,
P. penneri o C. koseri, que son cefuroximasas inhibidas por el acido
clavulanico (grupo 2e). Estas pueden dar una ampliacién del halo de
cefuroxima, ceftriaxona y cefotaxima, en presencia del inhibidor. En
cambio, permanecen sensibles la ceftazidima y el aztreonam.

En cuarto lugar, algunas betalactamasas de tipo OXA (grupo 2d)
pueden afectar también a las cefalosporinas de tercera generacién,
especialmente a la cefotaxima y al aztreonam, como OXA-10, OXA-
11, OXA-14, OXA-18 y OXA-28. Este tipo de enzimas a veces se inclu-
yen como BLEE, pero no hay consenso para hacerlo. La accién inhibi-
dora del acido clavuldnico sobre estas enzimas suele ser moderada,
menor que la ejercida sobre las BLEE propiamente dichas?®.

Una quinta posibilidad de confusién se debe a la hiperproduccién
de OXA-1, especialmente descrita en E. coli y, mas recientemente, en
Salmonella, que puede originar una disminucién de la sensibilidad a
la cefepima o a la cefpiroma, sin afectar a las cefalosporinas de ter-
cera generacion?!.

Por altimo, las BLEE resistentes a los inhibidores, también llama-
das complex mutant TEM (CMT), son enzimas derivadas de TEM que
combinan mutaciones propias de las BLEE y las IRT (p. ej., TEM-125),
y muestran resistencia a la amoxicilina-acido clavulanico, sensibilidad
disminuida a la ceftazidima (16 mg/1) y sensibilidad a la cefotaxima y
a la cefepima. La DDST serd positiva con ceftazidima a 20 mm?.

Deteccién de BLEE en cepas productoras de AmpC

También es destacable el problema que plantean algunas entero-
bacterias productoras de betalactamasas de tipo AmpC, que pueden
interferir en el diagnéstico correcto de las BLEE, enmascarando su
deteccidn al responder de la misma manera al cribado. Es el caso de:
a) AmpC cromosémica inducible, a veces incluso desreprimida, como
en Enterobacter, Serratia, Providencia, Morganella morganii y C. freun-
dii; b) AmpC cromosémica hiperproducida por mutaciones en la re-
gion del promotor/atenuador del gen cromosémico, como ocurre en
E. coli y Shigella, y c) AmpC plasmidicas, potencialmente presentes
en todas las enterobacterias.

En estos casos se pueden aplicar las siguientes modificaciones en
el cribado:

- Incluir en la prueba de sinergia un disco de cefepima, cefalosporina
de cuarta generacion menos afectada por las resistencias de tipo
AmpC, y considerar la investigacion de BLEE ante una CIM = 2 pg/
ml para cefepima'®; si bien este método no es infalible, pues algu-
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na'é, ya que se ha descrito en E. aerogenes algiin caso de hiperpro-
duccion de AmpC, posiblemente alterada por modificacién de
algin aminodacido, que muestra actividad hidrolitica sobre la cefe-
pima; en este caso, la hiperproduccién se confirma empleando sus-
tratos que inhiban esta enzima®.
- Disminuir la distancia entre los discos de cefalosporinas o aztreo-
nam y el de amoxicilina-acido clavuldnico a 25 o incluso 20 mm?.
- Se ha aconsejado utilizar un disco de cefuroxima en la DDST por-
que es mas sensible a las betalactamasas, incluso tras eventuales
mutaciones de éstas*!.
Incluir un disco de cefoxitina, para descartar una AmpC plasmidica
en los géneros bacterianos que no la produzcan de forma constitu-
tiva, aunque algunas enzimas del grupo ACC pueden mostrarse
sensibles a cefamicinas*>#. La resistencia a la cefoxitina y a la com-
binacién amoxicilina-acido clavulanico refuerza la sospecha de la
presencia de una AmpC plasmidica, si bien otro mecanismo de re-
sistencia que podria afectar a la cefoxitina es la impermeabilidad
de la membrana por alteracion de las porinas, que se descartaria
con un disco de cefotetdn, resistente en el caso de AmpC.
- La sensibilidad a la amoxicilina-acido clavulanico descarta, en
principio, la betalactamasa de tipo AmpC, y apunta, mas bien, a
una BLEE como causa de la resistencia a cefalosporinas de tercera
generacion. Si bien la resistencia a esta combinacién también pue-
de deberse a una elevada produccién de BLEE, o a la existencia de
BLEE resistentes a inhibidores, ademds de otros mdltiples meca-
nismos de resistencia que pueden coexistir o no con la BLEE, como
IRTs, enzimas OXA, hiperproduccion de SHV-1, TEM-1, K1, etc.
El acido borénico y la cloxacilina inhiben la actividad de las beta-
lactamasas de clase C. Existen numerosos estudios que confirman
su utilidad para detectar microorganismos que poseen simultanea-
mente una BLEE y una betalactamasa de tipo AmpC. La prueba se
realiza adicionando acido 3-amino-fenil-borénico en discos que
contienen cefotaxima o ceftazidima con/sin acido clavuldnico.
También se puede emplear la técnica de difusién con doble disco
que revelaria un efecto sinérgico entre la cefoxitina o el cefotetan y
el acido borénico, o bien emplear tiras de Etest con cefotetan (re-
sistente) y cefotetan/cloxacilina (disminucién de las CMI). Se puede
también realizar una DDST en Miiller Hinton conteniendo cloxaci-
lina (50-350 wg/ml) o acido borénico (300-400 pg/ml) con el fin de
inhibir la enzima AmpC y desenmascarar la presencia de la BLEE*,

Meétodos bioquimicos y moleculares

La identificaciéon de las enzimas responsables del fenotipo BLEE
confirmado debera realizarse siguiendo un protocolo que al menos
permita descartar los genes relacionados con mas frecuencia con los
perfiles fenotipicos predominantes en nuestra region.

Determinacion del punto isoeléctrico

Un primer paso sera la determinacion del punto isoeléctrico en
gradiente de pH de las distintas betalactamasas que pueda estar pro-
duciendo la bacteria objeto de estudio. Para ello, se ha de cultivar la
cepa sobre un medio adicionado de una de las cefalosporinas a las
que ha demostrado ser resistente, con el fin de que se produzca una
mayor cantidad de enzima. Tras lisar el cultivo por sonicaciéon y pu-
rificar el extracto proteico por ultracentrifugacién, se somete el soni-
cado a una electroforesis (PhastSystem apparatus, Pharmacia, Upp-
sala, Suecia) en gel de poliacrilamida por gradiente de pH, con un
intervalo entre 3 y 9 (PhastGel 3-9, Pharmacia), y tras la coloracién
con nitrocefina (500 p.g/ml; Oxoid) se comparan los puntos isoeléc-
tricos (pl) obtenidos con los de otras betalactamasas conocidas?®4546;
TEM: pl 5,2-6,5; SHV: pl 7,0-8,2; CTX-M: pl 7,6-9,0. El isoelectroen-
foque analitico se utiliza poco actualmente debido a la descripcién
de diferentes BLEE que comparten idéntico punto isoeléctrico. Es de
utilidad para detectar varias enzimas en un mismo aislamiento, o

las amplificaciones por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
mads convenientes.

Amplificacién y secuenciacion del gen blay g,

Entre los métodos moleculares, destacan las técnicas de amplifica-
cién utilizando los cebadores generales que se incluyen en la tabla 1
para confirmar el grupo al que puede pertenecer la betalactamasa
encontrada. La posterior secuenciacion de los productos obtenidos
permitira determinar con exactitud la enzima BLEE. Si los puntos
isoeléctricos encontrados son de tallas diferentes, o todas las reac-
ciones de PCR resultan negativas, se podra investigar la presencia de
otros genes menos frecuentes en nuestra area.

Estudio del entorno genético de las BLEE

Dado que la mayoria de los genes de resistencia de tipo blay; se
encuentran en las enterobacterias formando parte de integrones de
clase I, que a su vez suelen ser movilizados en plasmidos o transpo-
sones, es recomendable analizar la ubicacién de los genes encontra-
dos para poder establecer una mejor prevision acerca de la expan-
sién potencial de los mismos, no sélo de forma clonal, sino también
entre distintas especies y géneros. Para ello, podemos realizar una
PCR utilizando las regiones constantes que flanquean a los casetes de
genes en los integrones de clase I, que nos permitira descartar su
relacion con el gen encontrado. Su posterior secuenciacion determi-
nara los genes que conforman los casetes del integrén (tabla 2).

Estudio de la transmisibilidad de los genes blag

Conocido el gen responsable del fenotipo demostrado por las bac-
terias objeto de estudio, es importante determinar la forma en que
estas resistencias han sido adquiridas para poder predecir su poste-
rior transmisibilidad a otros géneros y especies de enterobacterias.
La mayoria de las BLEE en expansién en nuestro pais se localizan en
plasmidos conjugativos que por transmisiéon horizontal transfieren
el fenotipo de resistencia de unas especies a otras, incluso entre gé-
neros de enterobacterias diferentes. Resulta por ello interesante va-
lorar la realizacién de una serie de analisis plasmidicos:

- Conjugacién bacteriana: permite deducir la responsabilidad de un
plasmido conjugativo en la adquisién y la transmision horizontal
de los genes blay, .

- PFGE tras digestién por Nucleasa S1: permite conocer la cantidad y
el tamafio de los plasmidos albergados por la cepa resistente. La
transferencia de los productos de migracién sobre membrana de
nitrocelulosa y su posterior hibridacién con sondas especificas
confirmara la ubicacién del gen bla, . sobre el plasmido corres-
pondiente.

Tabla 1
Cebadores recomendados para la identificacién y secuenciacion de los principales gru-
pos de genes blag, . en nuestro medio

Cebadores Secuencia Tamafio Referencia
CTX-M F CRA TGT GCA GYA CCAGTA A 540 pb 25

CTX-M R CGC RAT ATC RTT GGT GGT G

TEM-F ATA AAA TTC TTG AAG ACG AAA  1.080 pb 25

TEM-R GAC AGT TAC CAA TGC TTA ATC

SHV-F TTA TCT CCC TGT TAG CCA CC 795 pb 51

SHV-R GAT TTG CTG ATT TCG CTC GG

Tabla 2

Cebadores recomendados para la identificacién y secuenciacién de integrones
de clase I en nuestro medio

Cebadores Secuencia Referencia
INT 5°CS GGC ATC CAA GCA GCA AGC 52
INT 3'CS AAG CAG ACT TGA CCT GAT
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replicones (Replicon Typing) basada en PCR, se puede determinar el
grupo de incompatibilidad al que corresponden los plasmidos res-
ponsables de la transmisién de los genes blay g entre enterobacte-
rias?.

Estudios epidemiolégicos

Cuando se encuentra un mismo perfil de resistencias con cierta
frecuencia en diferentes aislados, relacionados o no epidemiolégica-
mente, es recomendable analizar la posible interrelacién entre las
distintas cepas BLEE. Para ello se puede estudiar el perfil de restric-
cién tras digestion del ADN gendmico de las bacterias y migraciéon en
electroforesis de campo pulsado (PFGE). Los miembros de una mis-
ma clona mostraran perfiles con una similitud superior a un 86%. Se
han descrito también nuevas técnicas moleculares, como el analisis
del nimero variable de repeticiones en tindem (VNTR, del inglés
Variable Number of Tandem Repeats), que permite determinar la rela-
cion filogenética entre las cepas analizadas a partir de las posibles
variaciones en cinco regiones del cromosoma bacteriano conocidas
por tratarse de pequeiias repeticiones y que, por lo tanto, pese a ser
constante su existencia, su tendencia a provocar errores en la trans-
cripcion por parte de la ADN-polimerasa propiciara variaciones en el
ntmero de copias de cada “alelo” a lo largo del tiempo. Esta técnica
estd atin en desarrollo, si bien se empieza a utilizar con cierto éxito
sobre S. enterica serovar Typhimurium y Enteritidis en algunos cen-
tros de referencia.

Otros problemas en la deteccion de BLEE

Para detectar esta forma de resistencia, primero hay que sospe-
char de su presencia. Ocurre que cada vez se conocen mas mecanis-
mos de resistencia a los betalactamicos, y no sélo nuevas betalacta-
masas, plasmidicas o cromosémicas. Son ya varios los trabajos que
describen fenotipos de resistencia a cefalosporinas debidos a altera-
ciones de la permeabilidad de la pared bacteriana, especialmente
relacionadas con el déficit de expresién de porinas de tipo Omp*, o
con la desrepresion de bombas de expulsion, como las que forman el
complejo AcrAB-TolC#. Si bien estos mecanismos de momento no
comparten el fenotipo de las BLEE, habrd que mantener un control
sobre ellos, dado que el espectro de las diferentes bombas de expul-
sién conocidas no hace mas que aumentar. Otros estudios recientes
hablan de nuevas formas de resistencia en E. coli o Salmonella Typhi-
murium ligados a genes de destoxificacién, operones de sintesis ri-
bosémica o reguladores de proteinas de transporte, que se expresa-
ran de una manera defensiva en presencia de ciertos antimicrobianos,
como el triclosan®. Estos estudios no hablan directamente de resis-
tencia a los betalactamicos y, por lo tanto, no interfieren con el diag-
néstico de las BLEE que nos ocupa, pero no dejan de llamar la aten-
cién sobre nuevos frentes que hay que vigilar en la permanente lucha
contra las resistencias a antimicrobianos. Se ha sugerido que la co-
rresistencia ha podido desempefiar un papel relevante en la situa-
cién epidemioldgica actual, favoreciendo el mantenimiento en tiem-
po y espacio de determinados clones bacterianos productores de
BLEE®.
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