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Resumen: Las BLEEs son B-lactamasas producidas por una variedad de bacterias gramnegativas, que confieren resistencia a cefalospori-
nas de tercera y cuarta generacion y aztreonam. Son principalmente producidas por K. pneumoniae y E. coli, aunque la naturaleza plasmi-
dica de los genes que las codifican ha permitido una amplia diseminacion a otros géneros bacterianos. Se realizo la deteccion fenotipica y
molecular de BLEE a 224 aislados de Enterobacterias provenientes de ocho Centros de Salud de Caracas. E1 91,1% de las cepas analiza-
das mediante el método de doble disco y el NCCLS 2004, fueron productoras de BLEE. El analisis de CIM para ceftazidime, cefotaxime,
cefepime y aztreonam mostré una mayor proporcion de cepas BLEE con actividad ceftazidimasa, compatibles con las familias SHV y/o
TEM, y en menor proporcion pertenecientes a la familia CTX-M. Los resultados del PCR basados en la amplificacion de los genes
blasyy, blatgpm v blactxy, confirmaron el predominio de SHV-BLEE (72%) y CTX-M-BLEE (21,1%). Los carbapenemos con un 100%
de sensibilidad. constituyen la mejor opcion terapéutica. Esta investigacion permitio detectar el tipo de BLEE circulante en ocho centros
hospitalarios y es el primer reporte de la determinacion de BLEE del tipo CTX-M, en nuestro pais.
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Extended-Spectrum B-Lactamases in Enterobacteriaceae isolated
in Health Centres of Caracas

Abstract: The extended-spectrum B-lactamases (ESBLs) are B-lactamases produced by a variety of gram-negative bacteria that confers
resistance to cephalosporins of third and quarter generation and aztreonam. They are most commonly produced by isolates of K. pneumo-
niae and E. coli, although the plasmidic nature of the genes that encode them has allowed a wide dissemination to other bacterial genera.
A phenotypical and molecular detection of ESBLs were carried out to 224 Enterobacteria isolates from eight Health Centers of Caracas. A
91.1% of stumps analyzed by double disk method and the NCCLS 2004, were ESBLs' producers. The MIC analysis for ceftazidime,
cefotaxime, cefepime and aztreonam showed a bigger proportion of stumps ESBL with ceftazidimase activity compatible to the SHV
families and/or TEM, and in a smaller proportion to the CTX-M family. The PCR results based on genes blasyy, blatgy and blacrx.m,
amplification confirmed a predominance of SHV-ESBL (72%) and CTX-M-ESBL (21.1%). Therefore, carbapenems with 100% of sensi-
bility constitute the best therapeutic option. This investigation has allowed the detection of circulating ESBLs type in eight hospitals, and
is also the first report that determines the CTX-M type ESBLs in our country.
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Introduccion

La resistencia bacteriana a los antibidticos B-lactamicos
¢ inhibidores de [-lactamasas constituye un problema
clinico creciente en todo el mundo. En los bacilos gram-
negativos el mecanismo mds importante de resistencia es
la inactivacion por las B-lactamasas, las cuales hidrolizan
el anillo B-lactdmico de las penicilinas y cefalosporinas,
inhibiendo asi su actividad terapéutica [1].

Aunque se han descrito una gran variedad de f-
lactamasas, las del tipo TEM y SHV son las observadas
con mayor frecuencia entre miembros de la familia Enfe-
robacteriaceae [2,3]. A partir de mutaciones ocurridas en
los genes que codifican las TEM-1, TEM-2 y SHV-1 se
originaron las f-lactamasas de espectro extendido (BLEE)
[4,5].

Estas enzimas son producidas constitutivamente y
transmitidas por plasmidos que pueden ser transferidos de
un germen a otro. Los plasmidos que transportan BLEE
son megaplasmidos (>100 KDa), que frecuentemente codi-
fican resistencia a otros antimicrobianos, tales como ami-
noglicésidos, cloranfenicol, tetraciclinas y trimetoprim-
sulfametoxazol. La susceptibilidad a las fluoroquinolonas
es muy variable, de acuerdo con la cepa aislada y las ten-
dencias de resistencia. El tratamiento de estos organismos
multirresistentes es un verdadero reto terapéutico [5].

Los microorganismos productores de BLEE son respon-
sables de numerosos brotes de infecciones a través del
mundo y plantean cambios en las medidas para el control
de las enfermedades infecciosas. Existen diferentes tipos
de BLEE, es muy importante el conocimiento de su epi-
demiologia para la utilizacion adecuada de los agentes
antimicrobianos [6].

Se han reportado BLEE en cepas de K. pneumoniae con
mayor frecuencia (70%) que en cualquier otro germen. Sin
embargo, en los ultimos afios han sido detectadas en E.
coli, P. mirabilis, Salmonella sp. y Shigella sp. Las -
lactamasas tipo AmpC son codificadas por genes localiza-
dos en los cromosomas y son comiinmente encontradas en
Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii, Morganella
morganii, Providencia sp., Serratia marcescens y P. aeru-
ginosa. Son inducidas por agentes B-lactamicos y no son
afectadas por los inhibidores de B-lactamasas disponibles
en la actualidad [7,8].

Los patrones de resistencia asociados con las enzimas
AmpC y BLEE son similares, sin embargo, las AmpC
usualmente confieren resistencia a las cefamicinas. Los
organismos productores de AmpC pueden actuar como
reservorios ocultos de BLEE, lo cual debe ser tomado en
cuenta por los laboratorios clinicos, y asi evitar reportar
falsos negativos de BLEE [7].

Hoy en dia existen mas de 340 BLEE entre las cuales se
encuentran las de la familia CTX-M, OXA, PER, RAE,
GES, BES y VEB; muchas de ellas no relacionadas con las
TEM y SHV [8,9].

Existen una serie de factores que pueden conducir a una
interpretacion errénea de los resultados obtenidos en el
laboratorio. Un aspecto importante en la resistencia aso-

ciada a las BLEE es el fendmeno de gradiente, segin el
cual, a medida que aumenta el indculo, estas bacterias se
hacen mas resistentes. Igualmente la afinidad variable por
los diferentes sustratos hace que muchas de estas enzimas
sean susceptibles a cefalosporinas de tercera generacion in
vitro. Estos factores pueden dificultar la deteccion de las
cepas productoras de BLEE porque afectan las Concentra-
ciones Inhibitorias Minimas (CIM) de los antimicrobianos,
para estos gérmenes. Es importante detectar y examinar los
patégenos productores de BLEE para evitar los fracasos
terapéuticos clinicos [10] y asi contribuir con la disminu-
cion del valor costo-beneficio generado por las infecciones
bacterianas evitando su diseminacion horizontal, especial-
mente en las Unidades de Cuidados Intensivos.

En nuestro pais y en especial a nivel del area metropoli-
tana son escasos los estudios que han permitido caracteri-
zar en los aislamientos de Enterobacterias, los diferentes
tipos de BLEE circulantes en nuestros centros hospitala-
rios. Desde 1999 hemos realizado diversos estudios epi-
demiologicos en cepas de Enterobacterias multiresistentes
a los antibiodticos y productoras de BLEE, aisladas en dife-
rentes centros hospitalarios del area metropolitana
[11,12,13]. En el presente trabajo se analizaron cepas de
Enterobacterias productoras de BLEE, desde un punto de
vista fenotipico y molecular con la finalidad de determinar
las familias de B-lactamasas de espectro expandido pre-
dominantes en los Centros de Salud del area Metropolitana
de Caracas.

Materiales y Métodos
Cepas Bacterianas

En este estudio se analizaron 224 cepas de Enterobacte-
rias, presuntas productoras de BLEE, distribuidas de las
siguientes manera: K pneumoniae (46%), K. oxytoca
(0,9%), E coli (29,5%), P mirabilis (3,6%), Enterobacter
spp. (12%), Citrobacter spp. (1,3%), S. sonnei (0,45%),
Salmonella spp. (0,45%) y S marcescens (5,4%). Las
muestras se aislaron de pacientes hospitalizados en los
servicios de Terapia Intensiva de Adultos y Nifios, Cirugia
y Medicina Interna de las siguientes instituciones del area
metropolitana: Hospital Universitario de Caracas, Hospital
“José Gregorio Hernandez”, Hospital Militar “Dr. Carlos
Arvelo”, Maternidad “Concepcién Palacios”, Policlinica
“Santiago de Ledn”, Hospital de Clinicas Caracas, Institu-
to Clinico La Floresta y Policlinica Metropolitana, durante
el periodo 2001-2004.

Pruebas de Susceptibilidad a Antimicrobianos e Identifi-
cacion Fenotipica de BLEE

La deteccion fenotipica de BLEE se realizé mediante el
método de doble difusion en disco [14] y el recomendado
por la NCCLS en el 2003 [15]. Los antibidticos seleccio-
nados fueron: cefotaxime (CTX), cefoxitin (FOX), cefe-
pime (FEP), ceftazidime (CAZ), ceftriaxone (CRO), az-
treonam (ATM), amoxicilina/clavuldnico (AMC), pipera-
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cilina/tazobactam (TZP), cefpodoxime/clavulanico (CD1),
ceftazidime/clavulanico (CD2), cefotaxime/clavulanico
(CD3), amikacina (AK), tobramicina (TOB), trimeto-
prim/sulfametoxasol (STX), meropenem (MEM), cipro-
floxacina (CIP), imipenem (IMP), ampicilina/sulbactam
(SAM), gentamicina (GE) y norfloxacina (NOR). Se utili-
z6 como controles: Escherichia coli ATCC-25922 vy
ATCC-35218; Pseudomonas aeruginosa ATCC-27853;
Klebsiella oxytoca ATCC-700. Los controles de BLEE
utilizados fueron para el tipo SHV K. pneumoniae M-
1740, TEM E coli M-3195, CTX-M K pneumoniae M-
1803, como control negativo se utilizd6 E coli ATCC-
25922.

Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima
(CIM)

La CIM para los antibiodticos: cefotaxime, ceftazidime,
aztreonam, cefepime y cefoxitin se determind por la prue-
ba del E-test [16] y ensayos de dilucion en agar [15].

Aislamiento de ADN plasmidico

La naturaleza plasmidica de los determinantes de resis-
tencia a BLEE se establecio mediante pruebas de conjuga-
cioén en medio sélido y el aislamiento del DNA plasmidico
se realizd mediante lisis alcalina [17], y almacenado a -
20°C. Las cepas receptoras utilizadas fueron E. coli con los
marcadores apropiados.

Determinacion molecular de BLEE

Al ADN plasmidico de las E. coli transconjugantes y de
células completas [18,19,20,21] se les realizd6 un PCR,
para determinar la presencia de genes que codifican para
BLEE pertenecientes a las familias SHV, TEM, y CTX-M.
Los productos de amplificacion fueron separados por elec-
troforesis en geles de agarosa 1%, en buffer TBE, tefiidos
con bromuro de etidio y la visualizacion del DNA se realizo
en un equipo Gel Doc 2000® (BIORAD). La identificacion
de los determinantes que codifican para BLEE pertene-
cientes a la familia SHV, se realizé mediante un analisis de
PCR-RFLP que consisti6 en la digestion del producto de
amplificacion con la enzima de restriccion Nhel [22], si-
guiendo las indicaciones de la casa comercial (Promega).

Resultados

Los resultados obtenidos de la distribucion de 224 ais-
lamientos de Enterobacterias provenientes de los ocho
centros hospitalarios considerados se exponen en la Tabla
1. Se puede observar la distribucion de las cepas aisladas y
caracterizadas como presuntas BLEE. Los mayores por-
centajes los alcanzaron las especies K pneumoniae (46%),
seguido de E coli (29,4%), Enterobacter spp. (12%) y
finalmente S. marcescens (5,4%). Estos bacilos gramnega-
tivos son patdgenos nosocomiales oportunistas y son parti-
cularmente importantes en neumonias asociadas con venti-

lacion, infecciones urinarias, bacteriemias e infecciones de
heridas quirargicas.

Tabla 1. Distribucion de Enterobacterias asiladas en ocho Centros de
Salud de Caracas. 2001-2004.

Microorganismo N %

K. pneumoniae 104 46,4
K. oxytoca 2 0,9
E. coli 66 29,5
Enterobacter spp. 27 12,1
S. marcescens 12 54
Citrobacter spp. 3 1,3
P. mirabilis 8 3,6
S. sonnei 1 0,4
Salmonella spp. 1 0,4
Total 224 100

Para corroborar la produccion de BLEE se aplicaron dos
métodos fenotipicos. Al utilizar el de doble disco en 204
(91,1%) cepas del total se confirméd la produccion de
BLEE cuando se emplearon los antibidticos indicadores
ATM, CTX, CAZ y FEP conjuntamente, mientras que al
utilizar las drogas de manera individual la produccion fue
menor (Figura 1). Con el método segun las Normas del
CLSI, (Clinical Laboratory Standard Institute), se deben
emplear las combinaciones de disco CTX/CLAV vy
CAZ/CLAV simultaneamente. Sin embargo, en el 91,1 %
de las cepas se logrd una mejor deteccion con la combina-
cion CTX/CLAV, que cuando se utilizo6 CAZ/CLAV
(82,6%), porque se confirmaron aquellas cepas (K. pneu-
moniae, E. coli, P. mirabilis), que mostraban una fuerte
actividad cefotaximasa, las cuales frente a la combinacion
CAZ/CLAV, no generaron resultados positivos. Cabe
destacar, que por ambos métodos en el mismo numero de
muestras se logro determinar la produccién de BLEE.

Los resultados de las pruebas de susceptibilidad por
categoria de interpretacion (sensible, intermedio y resisten-
te), realizadas frente a los 13 agentes antimicrobianos
utilizados sefialaron que las Enterobacterias presentan
patrones complejos de resistencia multiple. En la Figura 2,
se observa que existe un alto porcentaje de cepas (73,2% y
60,7%) resistentes a ATM y CAZ, respectivamente. El
36,2% fue resistente a cefotaxime, y llama la atencioén que
un 47,3% de los aislamientos presentan una susceptibilidad
intermedia a este antimicrobiano. Con respecto al FEP, la
resistencia fue de 5,8% con una susceptibilidad intermedia
de 11,2%. En relacion, a los aminoglicdsidos la resistencia
a la gentamicina fue de un 53,6% y 36,3% para la amika-
cina, mientras que la resistencia para la fluoroquinolona
ciprofloxacina fue de 27,7%. No se observo resistencia
ante los carbapenemos: imipenem y menopenem. A pesar
de que la resistencia antimicrobiana en los diferentes cen-
tros hospitalarios fue similar, hay que estar alerta ante los
valores de susceptibilidad intermedia, porque el porcentaje
global de resistencia puede ser mas elevado.
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Figura 1. Distribucion de la deteccion fenotipica de BLEE en 224 Enterobacterias aisladas en ocho Centros de Salud de

Caracas. 2001- 2004.

CAZ: Ceftazidime; ATM: Aztreonam; CTX: Cefotaxime; FEP: Cefepime;CLAV: Acido clavulanico.

El analisis de los niveles de resistencia (CIMs) propor-
ciono informacion cuantitativa de los niveles de resistencia
para CAZ, CTX, FEP y ATM e indico la prevalencia de
BLEE. Si la CIM para cefepime < 4 pg/ml y ceftazidime >
64 pg/ml, el tipo de BLEE presente generalmente es del
tipo SHV. Cuando la CIM para cefepime > 16 pg/ml,
cefotaxime > 64 ug/ml y ceftazidime < 32 pg/ml el tipo de
BLEE puede ser de la familia CTX-M [23].

En el presente estudio el 67,6% de las cepas productoras
de BLEE presentaron resistencia a CAZ con una CIM >32
pg/ml, y un 77,9% al ATM (CIM >32 pg/ml). Este com-
portamiento sugiere la presencia de BLEE de la familia
SHV. Por otra parte un 24,1% de las cepas presentan alto
nivel de resistencia al cefotaxime (CIM > 128 pg/ml), y de
estas un 17,2% muestran CIM > a 16 pg/ml para el cefe-
pime, lo que presume la existencia de BLEE tipo CTX-M.

100

-

60

% Resistencia

MEIVI AMC TZP

FOX ATM CAZ CTX

Antibioticos

Resistentes O S Intermedia

Figura 2. Resistencia (%) de las Enterobacterias aisladas en ocho Centros de Salud de Caracas. 2001-2004.
AK: Amikacina; GE: Gentamicina; CIP: Ciprofloxacina, SXT: Trimetropim/sulfametasol, IMP: Imipenem, MEM: Meropenem,
AMC: Amoxicilina/clavulanico, TZP: Piperacilina/tazobactam, FOX: Cefoxitin, ATM: Aztreonam; CAZ: Ceftazidime;

CTX: Cefotaxime; FEP: Cefepime.
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También se evalu6 la transmisibilidad de los determi-
nantes de resistencia a BLEE asociados a plasmidos. De 80
aislados clinicos que mostraron los marcadores fenotipicos
diferenciales para realizar la conjugacion, en 69 (86,3%) se
observo la presencia de determinantes de resistencia liga-
dos a plasmidos transferibles a cepas de E. coli K12. Para
verificar que varios genes de resistencia fueron transferi-
dos conjuntamente se reaislaron colonias de cada tipo de
transconjugantes, en placas de medios selectivo con anti-
bidtico y se determind la presencia de marcadores. Los
resultados obtenidos indican, que ademas, de la transferen-
cia de genes que codifican BLEE, se observd una alta
cotransferencia de determinantes de resistencia a otras
familias de antibidticos como los aminoglicésidos, cotri-
moxazol, etc.

12 3 45 6 7 8 9

23130 pb
9416 pb
4361 pb

2027 pb

El analisis del ADN plasmidico realizado en las cepas de
E coli transconjugantes mediante electroforesis en geles de
agarosa, revelo la presencia de una banda comun, con un
tamafio mayor a 23000 pb, lo cual sugiere la presencia de
plasmidos de alto peso molecular. (Figura 3). En la mayo-
ria de las cepas transconjugantes se observo la presencia
de varias bandas. Asumiendo que cada banda corresponde
a un plasmido distinto se puede inferir, que en la mayoria
de las cepas coexisten dos o mas moléculas plasmidicas
cuyos tamafios oscilan entre 2 y >20 Kpb.

En las 204 cepas BLEE confirmadas se realizaron ensa-
yos de PCR con iniciadores especificos para los genes
blasyy, blatgm y blactxw para determinar las familias de
BLEE circulantes entre ellas.

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Figura 3. Aislamiento del ADN plasmidico obtenido de las cepas transconjugantes en gel de agarosa al 0,7 %.

Carriles: 1) AHindlll. 2) pHUC-0133. 3) pHUC-0102. 4) pHUC-0134. 5) pHUC-0135. 6) pHUC-0136. 7) pHUC-0108.
8) pHUC-0109. 9) pHUC-0110. 10) pHUC-0111. 11) pHUC-0112. 12) pHUC-0138. 13) pHUC-0115. 14) pHUC-0116.
5) pHUC-0117. 16) pHUC-0118. 17) pHUC-0119. 18) pHUC-0120. 19). pHUC-0121. 20) pHUC-0122.

Los resultados obtenidos en el PCR sefialan que en 146
(71,6%) aislados se evidencio la presencia de genes bla
pertenecientes a la familia SHV (Figura 4), lo cual indica
una alta prevalencia de esta familia y corrobora los analisis
fenotipicos realizados. La mayoria de BLEE-SHV fueron
encontradas en K. pneumoniae, sin embargo, también se
reportaron en E. coli y Enterobacter spp. Con menor fre-
cuencia (21,1%) se encontraron cepas con genes bla de la
familia CTX-M. Estos aislados presentan altos niveles de
resistencia a CTX y resistencia o susceptibilidad interme-
dia al FEP. Este comportamiento es caracteristico de las
enzimas pertenecientes a la familia CTX-M (Figura 5).
Este resultado constituye el primer reporte de BLEE-CTX-
M-1 en Venezuela. Ademas, se evidencio la combinacion
blasyy blactx.m en 15 (7,4%) aislados.

Debe destacarse que en 52,5% de las cepas estudiadas se
encontraron, ademas, genes bla de la familia TEM, los
cuales permiten identificar tanto a las enzimas del tipo
BLEE como las BLEA, por lo tanto, es necesario realizar

estudios de secuenciacion, que permitan determinar si se
trata de BLEE derivadas de TEM-1 o TEM-2; o de enzi-
mas del tipo BLEA. En este tltimo caso, el fenotipo BLEE
estaria determinado por el gen perteneciente a la familia
SHV.

Las bacterias que producen BLEE tipo SHV, presentan
generalmente una mutacion en el gen blasyy, con la susti-
tucion de glicina en la posicion 238 por serina. Esta muta-
cion crea un sitio de reconocimiento (G x CCTAGC) para
la endonucleasa Nhel.

El analisis del patron de restriccion utilizando la enzima
Nhel mediante PCR-RFLP corroboré en 125 (61,3%)
aislados la presencia de la mutacion G—A en la posicion
238 del gen SHV, lo cual es caracteristico de los subtipos
SHV-2, SHV-2*, SHV-5, SHV-7, SHV-9, SHV-11, SHV-
15 y SHV-34 (Figura 6). En los carriles del 2 al 7 y del 10
al 17, se observa tanto en las células completas como en su
correspondientes ADN plasmidico, un producto de ampli-
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ficacion de 470 pb, el cual coincide con el control positivo el nivel de resistencia a las cefalosporinas CAZ, CTX y en
(K. pneumoniae M-1740), portador de una BLEE tipo especial al FEP porque sirven como indicador del tipo de
SHV-5. BLEE presente, en una cepa determinada.

La correlacion entre los ensayos fenotipicos y molecula-
res permiten confirmar la importancia que tiene determinar

7,4%

.
\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

71,6%

blaSHV OblaCTX-M mblaSHV-CTX-M

Figura 4. Distribucion de genes bla en 204 cepas de Enterobacterias productoras de BLEE, aisladas en
Centros de Salud de Caracas, entre 2001 y 2004.
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Figura 5. Electroforesis del producto de amplificacion de Enterobacterias empleando

iniciadores especificos para genes blacrxw., en gel de agarosa al 1%.

Carriles: 1) Marcador de PM DNA ladder 100 pb. 2) Cepa BLEE CTX-M-1 (Control positivo).

3) E. coli ATCC 259222 (Control positivo). 4) K. pneumoniae 2105. 5) E. coli 3711. 6) E. coli 3811.
7) E. coli 3911. 8) E. coli 4111.9) K. pneumoniae 4211. 10) E. coli 4311. 11) E. coli 4412.

12) K. pneumoniae 4512. 13) E. coli ATCC 25922 (Control negativo). 14) S. sonnei 5912.

15) Control negativo de corrida.
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Discusion

Durante los ltimos afios ha sido significativo el aumen-
to de la resistencia de los diferentes gérmenes causantes de
infecciones importantes Existen una serie de factores que
contribuyen al aumento de la resistencia bacteriana a los
antimicrobianos, entre ellos, el uso indiscriminado de
antibidticos en humanos, veterinaria y horticultura, el uso
de sustancias antisépticas, la hospitalizacion prolongada, la
utilizaciéon de procedimientos como la dialisis, el uso de

12 3 4 5 6 7

1000 pb
>

700 pb >

500 pb >

400 pb >

dispositivos invasivos como catéteres permanentes, au-
mento de la poblacion de alto riesgo y el desarrollo de
resistencia en los hospitales [24].

Los microorganismos productores de BLEE son respon-
sables de numerosos brotes infecciosos a nivel mundial,
ofreciendo una situacion de permanente cambio en la sus-
ceptibilidad de los microorganismos causantes de infec-
ciones.

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, de los productos de amplificacion de células completas y el ADN plasmi-

dico, empleando los genes blasyy.

Carriles: 1) Marcador de PM DNA Ladder 1 Kb. 2) HUC-0104. 3) pHUC-0104. 4) HUC-0106. 5) pHUC-0106.
6) HUC-0113. 7) pHUC-0113. 8) HUC-0116. 9) pHUC-0116. 10) HUC-0124. 11) pHUC-0124. 12) HUC-0137.
13) pHUC-137. 14) HUC-0148. 15) pHUC-0148. 16) HUC-0150. 17) pHUC-0150. 18) Marcador de PM BenchtopHae II.

En esta investigacion el analisis de 224 cepas de Entero-
bacterias sospechosas de producir BLEE, mediante dos
métodos fenotipicos, demostrd que el 91,1% de las cepas
son productoras de BLEE. El método de doble disco [14],
utilizando CAZ, ATM, CTX mas el disco de cefepime,
ofrece la ventaja de evidenciar claramente la produccion
de BLEE en los géneros de Enterobacterias (Enterobacter
sp., Citrobacter spp., Serratia sp.), que portan la B-lac-
tamasa cromosomica tipo AmpC, para las cuales las nor-
mas del CLSI no han establecido estandares de deteccion.
Ademés, se puso en evidencia que el uso adecuado de los
puntos de corte establecidos trae la ventaja, de poder de-
tectar un alto porcentaje de cepas productoras de BLEE.

Los altos indices de BLEE son marcadores clinicos
importantes que deben conducir a la toma de decisiones
para intervenir y prevenir los elevados indices de morbi-
mortalidad que los gérmenes productores de BLEE pueden
ocasionar en pacientes intrahospitalarios [10].

La identificacion de BLEE es un desafio que los labora-
torios de todo el mundo enfrentan, debido a que los méto-
dos para vigilar la disminucién en la susceptibilidad a las
oximinocefalosporinas, algunas veces no son los suficien-

temente sensibles para detectar los organismos productores
de BLEE, especialmente en microorganismos diferentes de
K. pneumoniae y E. coli [25].

El andlisis de las pruebas de susceptibilidad indicd que
frente al cefepime, las cepas muestran un bajo porcentaje
de resistencia (5,8%) y una susceptibilidad intermedia de
11,2%. Sin embargo, debido a que las BLEE sufren del
efecto indéculo, en aquellas infecciones que cursan con
indculos bacterianos elevados, el cefepime puede ser
hidrolizado con mayor afinidad y velocidad, conduciendo
a un fracaso terapéutico. Es por ello, que la evidencia feno-
tipica de la presencia de BLEE por cualquier metodologia,
implica extrapolar la resistencia al cefepime, independien-
temente de los resultados de sensibilidad obtenidos in
vitro. En esta investigacion, el porcentaje global de resis-
tencia para las cefalosporinas de tercera, cuarta generacion
y al aztreonam fue de 91,1%. Los carbapenemos se man-
tienen como la mejor opcidn terapéutica para los microor-
ganismos productores de BLEE. Se observo un 100% de
sensibilidad para imipenem y meropenem, sin embargo, el
uso indiscriminado de los carbapenemos puede conllevar a
cambios en los patrones de sensibilidad de la poblacion
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bacteriana frente a estos antibidticos. Con respecto a las
combinaciones que usan inhibidores de B-lactamasa, la
piperacilina/tazobactam, fue la que mostré un menor por-
centaje de resistencia (5,4%), valores que se relacionan
con los reportes internacionales, que destacan que la pipe-
racilina/tazobactam, es una buena opcion terapéutica para
productores de BLEE [5,26], inclusive el tazobactam es
considerado como el mejor inhibidor de las BLEE tipo
CTX-M [2,6,21,25]. Sin embargo, cabe destacar, que todas
las combinaciones de B-lactamicos + inhibidores de B-lac-
tamasa sufren del efecto indculo, por lo tanto, se debe
evaluar adecuadamente el tipo de infeccion en donde pue-
den ser empleados, para evitar el riesgo de fracaso terapéu-
tico.

Los resultados obtenidos en esta investigacion demostra-
ron que un 27,7% de las cepas fueron resistentes a cipro-
floxacina, generalmente, la resistencia a las fluoroquinolo-
nas surge en forma espontanea por medio de mutaciones
puntuales que resultan en sustituciones de aminoacidos
dentro de las subunidades GyrA, GyrB de ADN girasa y
ParC o ParE de topoisomerasas IV, disminucion de la
expresion de la porina de membrana externa o sobrexpre-
sion de bombas de salida para drogas multiples. Ademas,
la aparicion reciente del gen gnr responsable de la resis-
tencia a quinolonas mediada por plasmidos, puede produ-
cir la transferencia horizontal de la resistencia entre cepas.
Es posible que la adquisicion de resistencia a fluoroquino-
lonas y la produccion de BLEE sea un proceso multifacto-
rial. Es necesario evitar el uso excesivo de quinolonas
tanto en seres humanos como en medicina veterinaria para
impedir el incremento en la apariciéon de patégenos bacte-
rianos zoondticos y no zoonoticos resistentes, que podrian
provocar infecciones en seres humanos o animales [5,26].

Los resultados fenotipicos y moleculares obtenidos de-
mostraron que muchas Enterobacterias productoras de
AmpC codifican concomitantemente genes BLEE, a nivel
plasmidico, lo cual sefiala, que estas enzimas deben ser
investigadas en todos los gérmenes y no solo en E. coli,
Klebsiella spp. y P. mirabilis.

La presencia de plasmidos de alto peso molecular en
aislados provenientes de los diferentes centros hospitala-
rios sugiere que la presion ejercida por el uso de antibidti-
cos en areas restringidas como las UTI, han favorecido la
diseminacion y prevalencia no solo de plasmidos transferi-
bles, sino también la presencia de otros elementos genéti-
cos moviles como transposones e integrones que codifican
altos niveles de resistencia asociados con varias familias
de antibioticos [11,12,13]. Este estudio constituye una
evidencia de la transferencia horizontal de genes de BLEE
y co-transferencia de otros genes de resistencia a grupos de
antibidticos diferentes de los B-lactamicos, entre cepas de
bacilos Gram negativos aisladas en Centros de Salud de
Caracas.

Del grupo de microorganismos analizados, el mayor
porcentaje de las cepas productoras de BLEE correspondi6
a K. pneumoniae y E. coli, y pertenecen fundamentalmente
a las familias SHV y CTX-M. Si bien es cierto que hay un
predominio de las BLEE con actividad ceftazidimasa (fa-
milia SHV), el porcentaje de las BLEE con actividad cefo-

taximasa (familia CTX-M) muestra un incremento y se
detect6 en todos los centros hospitalarios estudiados. Estos
tipos particulares de B-lactamasas (SHV-2, SHV-5 y CTX-
M), también se han encontrado en aislamientos clinicos en
diversas partes del mundo. (Argentina, Chile, Colombia,
Uruguay, Francia, Japon, Bélgica, etc.) [6,27,28].

Los resultados fenotipicos fueron corroborados con los
estudios genéticos de PCR, y se confirm6 que los genes
blagyy amplificados correspondieron a una BLEE de esta
familia, ya que al realizar un RFLP del producto de PCR
con la enzima NHel, éste fue positivo. Esto s6lo ocurre si
el gen blasyy., ha sufrido una mutacion puntual en el co-
don 238 de la secuencia nucleotidica de esta enzima, dan-
do origen a una BLEE [18]. La mayoria de los genes
blacrx.m han sido localizados fundamentalmente en plés-
midos, lo cual explica su rapida diseminacion.

En los ultimos afios se ha visto con preocupacion tanto
en los hospitales publicos como privados un aumento de
las bacterias productoras de BLEE, particularmente K.
pneumoniae entre el 20% y el 40%, este porcentaje puede
variar segun el tipo de hospital, la region geografica, la
complejidad de las infecciones que alli se traten y el perfil
de antibidticos utilizados [10,28].

Las bacterias han desarrollado, en su proceso evolutivo,
formas cada vez mas eficaces para evadir los puntos de
accion del antibidtico [24]. Uno de los retos mas importan-
tes que encaran los laboratorios de microbiologia es la
capacidad de detectar, a tiempo, la resistencia mediada por
BLEE, debido a las implicaciones clinicas y terapéuticas
que pueden generar al limitar la utilidad de los antibidticos
disponibles y estimular el uso de antibidticos de mayor
espectro [25,29,30,31].

Los resultados obtenidos en este estudio nos permiten
concluir que las cepas de Enterobacterias aisladas produ-
cen un complejo de B-lactamasas de varias familias enzi-
maticas, lo que podria explicar los elevados niveles de
resistencia de estos microorganismos a B-lactdmicos y
aminoglicosidos, dificultando el tratamiento de las infec-
ciones que ellas ocasionan. Ademas, nos permite aportar la
primera evidencia de identificacién de BLEE tipo CTX-M
en Venezuela.
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