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RESUMEN

Se evalud la prevalencia de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) tipo TEM y SHV producidas por Escherichia coli y
Klebsiella spp. y se determind la susceptibilidad a otras familias de antimicrobianos. Un total de 326 cepas fueron colectadas
entre 2002-2004, procedentes de hospitales en Ciudad de La Habana; los ensayos de susceptibilidad se realizaron de acuerdo con
las guias NCCLS y fueron confirmados como productores de BLEE, por el método de doble difusion con discos. La caracterizacion
molecular se realiz6 mediante la reaccion en cadena de la polimerasa, utilizando oligonucledtidos especificos para detectar los

genes bla .y blag,

El fenotipo BLEE fue detectado en 31 de los aislados de Escherichia coli (10 %); de estos 19 (61 %) fueron

portadores del gen bIaTEM, 5 (16 %) del gen blag, ;4 (12 %) portaban ambos genes y 11 (35 %) no portaban ninguno de los genes

SHV?

evaluados. En las cepas de Klebsiella spp. el fenotipo BLEE fue detectado en 10 aislados (36 %) y solo una cepa presentd

genotipo bla

1 (10 %). Los antimicrobianos mas activos frente Escherichia coli fueron ciprofloxacina (64,5 %) y gentamicina

(58,07 %). Los mismos antimicrobianos fueron los mas activos para Klebsiella spp., con igual sensibilidad (70 %). Los
carbapenémicos aun permanecen activos en las cepas productoras de BLEE, no obstante su uso debe vigilarse cuidadosamente.
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Los bacilos gramnegativos son patdégenos
nosocomiales oportunistas, particularmente
importantes en infecciones urinarias, bacteriemias,
heridas quirtrgicas y neumonia asociada con
ventilador.! Las infecciones nosocomiales
causadas por miembros de la familia Entero-
bacteriaceae productores de PB-lactamasas de
espectro extendido (BLEE) representan un
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importante problema de salud, que se ha incre-
mentado y diseminado rapido en todo el mundo,
pues prolongan la duracion de las hospitaliza-
ciones y aumentan los costos del cuidado de los
pacientes.?

Las PB-lactamasas de espectro extendido
(BLEE) son enzimas hidroliticas derivadas de
B-lactamasas TEM y SHV, por una o mas
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sustituciones de aminoacidos que confieren
resistencia a los antibioticos oximino -lactamicos.
La actividad hidrolitica de las BLEE es inhibida in
vitro por el acido clavulanico, y no afectan las
cefamicinas (cefoxitina, cefotetan), ni los carba-
penémicos (imipenen, meropenem). Muchas de
estas enzimas no muestran un aumento significativo
en la concentracion minima inhibitoria (CMI), lo
que dificulta su identificacion.

El primer aislamiento de BLEE documentado
tuvo lugar en Alemania en 1983, a partir de una
cepa de Klebsiella ozaenae, y recibié el nombre
de SHV-2.° Estas enzimas estan asociadas con
megaplasmidos transferibles (>100 kDa), que
codifican frecuentemente resistencia cotransferida
a aminoglucoésidos, cloranfenicol, tetraciclinas y
trimetoprim-sulfametoxazol. Estos megaplasmidos
se diseminan rapido en los ambientes hospitalarios
entre las diferentes especies bacterianas. Las
BLEE codificadas por estos elementos moviles
pueden ser adquiridas de Enterobacteriaceae
resistentes a multiples antibidticos como K. pneu-
moniae y Escherichia coli.*

Los métodos de laboratorio para la iden-
tificacion de BLEE son muy importantes, en la
medida en que pueden dirigir el tratamiento de las
infecciones causadas por microorganismos
productores de estas enzimas. Aunque los métodos
para la identificacion de BLEE han sido estan-
darizados solo para K. pneumoniae, K. oxytoca y
E. coli, también pueden ser identificadas en otros
miembros de la familia Enterobacteriaceae y no-
fermentadores. Como existe un aumento en la
produccion de BLEE en Enterobacteriaceae, esto
justifica la necesidad de que los laboratorios de
microbiologia clinica posean suficiente experiencia
para la identificacion de esas enzimas en los
aislamientos clinicos.’ En este estudio se determind
la prevalencia de BLEE, TEM y SHV en bacilos
gramnegativos de Escherichia coli y Klebsiella
spp. aislados de infecciones nosocomiales en
hospitales de Ciudad de La Habana.

METODOS

Cepas bacterianas: este estudio incluyo el
analisis de un total de 326 cepas, de los cuales
298 correspondieron a Escherichia coli y 28 a
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Klebsiella spp., colectadas desde abril de 2002
hasta abril de 2004, de 3 hospitales pediatricos y
un hospital ginecoobstétrico de Ciudad de La
Habana; las muestras fueron obtenidas a partir de
diferentes pacientes con infecciones de heridas
quirurgicas, secreciones vaginales, hemocultivos e
infecciones del tracto urinario, fundamentalmente.
Los aislados fueron identificados mediante técnicas
convencionales,® y seleccionados como produc-
tores de BLEE segtn la técnica de doble difusion
con discos.’

Ensayos de susceptibilidad y confirmacion
de BLEE: la susceptibilidad a los antibioticos de
los diferentes aislados fue determinada por el
método de Kirby-Bauer, segun los procedimientos
descritos en el documento M2-A8 del National
Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS) de 2004.* con la utilizacion de los discos
de cefotaxima (30 pg), ceftazidima (30 pg),
ceftriaxona (30 pug) y aztreonam (30 pg) (Unipath-
Oxoid, UK), los cuales son recomendados para
aumentar el nivel de deteccion de aislamientos
clinicos que presentan este tipo de enzimas. Fueron
confirmadas las cepas productoras de BLEE
mediante la técnica de la doble difusion con discos,
basada en la sensibilidad de las BLEE, que se
manifiesta por la sinergia entre un inhibidor de
B-lactamasa (acido clavulanico) colocado en el
centro de una placa de agar de Mueller-Hinton
inoculada antes con una suspension bacteriana del
microorganismo a probar y las oximino-cefa-
losporinas y el aztreonam colocados a una distancia
de 25 mm del centro.” La E. coli ATCC 25922 y
K. pneumoniae ATCC 700603 fueron utilizadas
como control negativo y positivo, respectivamente,
en los ensayos de susceptibilidad.

Técnicas de andlisis molecular: la ampli-
ficacion mediante reaccion en cadena de la
polimerasa (RCP) de los genes bla,,,, se rea-
liz6é con los oligonucledtidos TEM -1 (5 -
ATAAAATTCTTGAAGACGAAA) y TEM- 2
(5'- GACAGTTACCAATGCTTAATCA), des-
critos por Mabilat y otros.” La mezcla de re-accion
se ajustd a un volumen final de 50 pL: 5 pL de
buffer de reaccion 10x, 5 uL 25mM MgCl,
100 uM de cada deoxinucledsido trifosfato
(Promega), 93,7 pMol del cebador TEM-1,
159,4 pMol del cebador TEM-2, 0,3 uLL.de 3 U de
Taq polimerasa (CIGB, Cuba) y 4 uL del ADN
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muestra extraido previamente. Las RCP se
realizaron en un termociclador Mini Cycler (MJ
Research), bajo las condiciones siguientes: 5 min
de desna-turalizacion a 95 °C, 90 s de hibridacion a
54 °C y 1 min de extension a 72 °C, 30 s de
desnaturalizacion a 94 °C, repetir 35 ciclos y una
extension final 5 min a 72 °C. El producto de
amplificacion se analizo por electroforesis en gel
de agarosa 1 % (Sunrise™Gibco BRL, Germany),
se tind con bromuro de etidio (1,0 pg/mL) y se
examiné a través de un transiluminador de luz
ultravioleta (UV). La corrida electroforética se llevo
acaboa 120V con solucion de Tris Borato EDTA,
pH= 8 (TBE). El patrén de peso molecular utilizado
fue A Hind IIT (Promega).

Para la amplificacion de los genes bla_, . se
emplearon los oligonucledtidos siguientes: SHV -
-1(5- TCAGCGAAAAACACCTTG) y SHV -2
(5'- TCCCGCAGATAAATCACCA). descritos
por Howard y otros.'’ La mezcla de reaccion se
ajusto a un volumen final de 50 uL: 5 pL de buffer
de reaccion 10x, 5 pL 25 mM MgCl,, 100 uM de
cada deoxinucleosido trifosfato (Promega), 200 pMol
del cebador SHV-1, 149 pMol del cebador SHV-2
(CIGB, Cuba), 0,3 puL de 3 U de Taq polimerasa
(Promega) y 4 uL del ADN muestra extraido
previamente. Las RCP se realizaron en un
termociclador Mini Cycler (MJ Research), bajo
las condiciones siguientes: 5 min de desna-
turalizacion a 96 °C, 35 ciclos a temperaturas de
96, 55y 72 °C por 30 s para cada temperatura y un
ciclo final de 3 min a 72 °C. El producto de
amplificacion se analizo por electroforesis en gel
de agarosa 1 % (Sunrise™Gibco BRL, Germany),
se tind con bromuro de etidio (1,0 pg/mL) y se
examiné a través de un transiluminador de luz
ultravioleta (UV). La corrida electroforética se llevo
acaboa 120V con solucion de Tris Borato EDTA,

pH= 8 (TBE). El patrén de peso molecular utilizado
fue A Hind IIT (Promega).

RESULTADOS

De los 326 aislados clinicos colectados de
hospitales en Ciudad de La Habana, a partir de
muestras de urocultivos, heridas quirargicas,
exudados vaginales y hemocultivos, se obtuvieron
298 aislamientos pertenecientes a E. coli y 28 a
Klebsiella spp. Siguiendo lo establecido en las
normas del NCCLS, se realizé un primer descarte
teniendo en cuenta los halos de inhibicion del
antibiograma (tabla 1).

TABLA 1. Zonas de inhibicién para detectar posibles BLEE en
Escherichia coli y Klebsiella spp.

Zona de inhibicion

Zona de inhibicién  con posible produccion

Antibidtico para cepas sensibles de BLEE
Aztreonan 30 pg > 22 mm <27 mm
Cefotaxima 30 ug > 23 mm <27 mm
Ceftriaxona 30 ng 221 mm < 25 mm
Ceftazidima 30 pg > 18 mm <22 mm

Segtin los resultados obtenidos en los ensayos
de susceptibilidad (tabla 2) fueron resistentes a
cefalosporinas de espectro extendido: 140 cepas
de E. coli y 25 de Klebsiella spp.

La presencia de B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) se manifesto por el efecto
sinérgico del inhibidor, bajo la forma de una
ampliacion del halo de inhibicion en uno o varios
de los B-lactamicos probados, este fenotipo se
observé en 31 aislados de E. coli (10 %) y 10 de
Klebsiella spp. (36 %), por tanto estos aislados
fueron confirmados como productores de B-lac-
tamasas de espectro extendido (BLEE) (fig. 1).

TABLA 2. Porcentaje de cepas con patrones de sensibilidad, intermedio y resistencia a las cefalosporinas

de espectro extendido

Microorganismos Patrones CAZ (%) CRO (%) CTX (%) ATM (%)

Escherichia coli (n= 298) Sensibilidad 84,2 83,6 82,9 83,6
Intermedio 11,1 3,4 3 1,3
Resistencia 4,7 13,1 14,1 15,1

Klebsiella spp. (n= 28) Sensibilidad 82,1 71,4 71,4 71,4
Intermedio 7,11 7,10 0 0
Resistencia 10,7 21,4 28,6 28,6

Ceftazidima (CAZ), ceftriaxona (CRO), cefotaxima (CTX), monobactam: aztreonam (ATM).
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Lareaccion en cadena de la polimerasa (RCP)
realizada a 31 (10 %) de los aislados de
Escherichia coli con fenotipo BLEE positivo, dio
como resultado que la mayoria 19 (61 %)
presentaron genotipo bla_,, (fig. 2), y muy pocos
aislados, 5 (16 %), presentaron genotipo bla,,,
(fig. 3). Algunos aislados fueron positivos para la
combinacién de ambos genes y en el caso de
Klebsiella spp. solo un aislado present6 genotipo

bla,,,, (fig. 4).

El perfil fenotipico de susceptibilidad a otros
antimicrobianos en los aislamientos de Klebsiella spp.
y E. coli productores de BLEE, es el que se reporta a
continuacion: cefepime (50,0 %, 77,41 %); gentami-
cina (30,0 %, 41,93 %); tobramicina (60 %, 87,07 %);
ciprofloxacina (30,0 %, 35,48 %); amoxicilina/acido
clavulénico (90,0 %, 90,32 %), respectivamente, 100 %
de resistencia a las cefalosporinas de tercera gene-
racion y aztreonam; sensibilidad de 100 % para
imipenem y meropenem (tabla 3).
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Linea 1: estandar de peso molecular A Hind IlI; linea 2: control negativo E. coli ATCC 25922; linea 3: control positivo E. coli que presenta

el gen bla,,,; de la linea 4 a la linea 34, aislados de E. coli.

Fig. 2. Electroforesis en gel de agarosa para visualizar el producto de la RCP correspondiente a la amplificacion de un fragmento del

gen bla g,
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Linea 1: estandar de peso molecular A Hind IlII; linea 2: control negativo E. coli ATCC 25922; linea 3.: control positivo Klebsiella
pneumoniae que presenta el gen bla,, .; de la linea 4 a la linea 34, aislados de E. coli.

Fig. 3. Electroforesis en gel de agarosa para visualizar el producto de la RCP correspondiente a la amplificacion de un fragmento del gen bla,,,,.
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Linea 1: estdndar de peso molecular A Hind Ill; linea 2: control
negativo E. coli ATCC 25922; linea 3: control positivo E. coli
que presenta el gen bla,,, ; de la linea 4 a la linea 13, aislados de
Klebsiella spp.

Fig. 4. Electroforesis en gel de agarosa para visualizar el producto
de la RCP correspondiente a la amplificaciéon de un fragmento
del gen bla .

TABLA 3. Porcentaje de resistencia de los antibioticos
recomendados en aislados clinicos productores de BLEE

% de resistencia (n)

Antimicrobianos Klebsiella spp. (28) E. coli (298)

Meropenem 0,0 0,0
Imipenem 0,0 0,0
Cefepime 50,0 77,41
Gentamicina 30,0 41,93
Tobramicina 60,0 87,07
Ciprofloxacina 30,0 35,48
Amoxicilina/acido

clavulanico 90,0 90,32

n: nimero de cepas.

DISCUSION

De las muestras procesadas, 94 % pertenecia
a los resultados de urocultivos, esto demuestra la
gran prevalencia de esos patdgenos en el tracto
urinario, lo cual se corresponde con reportes de
trabajos recientes de que Escherichia coli es la
especie bacteriana mas aislada y el sitio donde méas
frecuente se aislan es el tracto urinario.***?

Como se observa en los resultados, 109
aislados de E. coli y 15 de Klebsiella spp. fueron
resistentes a cefalosporinas de espectro extendido,
pero no expresaron el fenotipo de BLEE; en este
caso la técnica de la doble difusion con discos pudo
fallar y no detect6 la presencia de BLEE si esta
enzima esta presente junto a otras -lactamasas
que enmascaran el efecto del acido clavulanico,
como la cefalosporinasas de Bush tipo | (AmpC,
no inhibidas por el acido clavulénico) o estos

aislados presentan otros mecanismos de resistencia
como la disminucion de la permeabilidad de la
membrana al paso del antibi6tico.™

Estudios del National Nosocomial Infections
Surveillance Systems' (NNIS), realizados entre
1986y 1993 en EE. UU. en cepas de K. pneumoniae,
informaron tasas de BLEE de hasta 58 %. En otro
estudio realizado en 1998 por el programa de
vigilancia epidemioldgica, Resisnet™ en América
Latina, informo que la prevalencia de BLEE por
E. coli en algunos paises llega casi a 65 % y en
K. pneumoniae la prevalencia es ain méas alta
pues llega hasta 73 %. Todos estos estudios
muestran una variacion geografica en cuanto a la
prevalencia de BLEE en K. pneumoniae y E. coli
en el mundo.

Los resultados de estudios del Antimicrobial
Resistance Surveillance Program (SENTRY)®
que monitorea la frecuencia de aparicion y
susceptibilidad antimicrobiana de patdégenos
causantes de infecciones en el mundo, informé en
América Latina entre 1997 y 1998 una alta
prevalencia de BLEE en E. coli y K. pneumoniae,
las cuales superan 40 %.Y’

En estudios mas recientes del programa
SENTRY se encontré que los aislamientos de
K. pneumoniae con fenotipo BLEE fueron méas
prevalentes en América Latina (45,4 %), seguidos
por laregion Pacifica (24,6 %), Europa (22,6 %) y
Canada (4,9 %).:®

Coincidiendo con lo que se plantea en la
literatura, la mayoria de las BLEE son derivadas
de las enzimas TEM y SHYV, donde las tipo TEM
resultan las mas abundantes en E. coli.’*?° Hoy
dia existen méas de 90 BLEE tipo TEM y més de
45 BLEE tipo SHV.# La nomenclatura de las
BLEE actualmente es monitoreada en un sitio Web
dirigido por G.A. Jacoby y K. Bush (http://
www.lahey.org/studies/webt.stm), donde estan
disponibles las secuencias de aminoécidos y las
referencias bibliograficas, para todas las variantes
TEM, SHV y OXA.%

La resistencia cruzada observada para otros
antibioticos no beta-lactamicos ha sido informada
en otros estudios,?® en los cuales los porcentajes
de esta corresistencia alcanzaron altos niveles, lo
que limita el sinergismo terapéutico entre estas
familias de antibioticos. La resistencia presentada
a los aminoglucdsidos por las cepas productoras



de BLEE, es probable se deba a la expresion de
enzimas modificantes de aminoglucésidos tipo
N-6°-acetiltransferasas y N-2‘-nucleotidiltrans-
ferasas. La presencia de estas enzimas modi-
ficantes sugieren el amplio uso de gentamicina y
tobramicina en los hospitales estudiados.? El
presente estudio también encontrd resistencia a las
fluoroquinolonas de Ultimas generaciones como
ciprofloxacina. El porcentaje de resistencia a quino-
lonas ha venido incrementdndose de manera
paralela con la produccién de BLEE, como lo han
informado otros autores;® sin embargo, no se
considera una caracteristica especifica en cepas
productoras de BLEE dado que esta resistencia
se ha presentado en productores y no productores
de estas enzimas.

La prevalencia de BLEE en K. pneumoniae
y E. coliindica que los antibi6ticos de primera linea
para estos microorganismos deberia ser modificada
por el uso prudente de imipenem o meropenem,
para evitar la seleccion de mutantes resistentes de
P. aeruginosa y Acinetobacter spp. a estos
agentes antimicrobianos.?®

Sin embargo, la administracion de piperacilina
y tazobactam seria Gtil para el tratamiento de las
infecciones causadas por K. pneumoniae y E. coli
productoras de BLEE, asi como el tratamiento de
reemplazo a imipenem, considerando que los
microorganismos solo expresen la produccion de
BLEE y no otro tipo de B-lactamasas como AmpC
0 sus variantes.® 27

En conclusion, la produccién de BLEE en
Klebsiella spp. y E. coli en los hospitales involu-
crados en el estudio y los niveles de resistencia
elevados frente a otros antibidticos como los
aminoglucoésidos, cefepime y amoxicilina/acido
clavulanico, indica posiblemente la presencia de
plasmidos transferibles que por causa de la presion
selectiva ejercida por los antibioticos estén
diseminando la resistencia en estos hospitales. La
prevalencia de BLEE en E. coli y Klebsiella spp.,
sugiere restringir el uso de B-lactamicos de amplio
espectro e implementar medidas de higiene para
el control de las infecciones y la prevencion de la
diseminacion de microorganismos productores
de BLEE.

Phenotypic and molecular identification of extended-
-spectrum B-lactamase (ESBL) TEM and SHV produced
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by clinical isolates Escherichia coli and Klebsiella spp.
in hospitals

SUMMARY

Nosocomial infections caused by gram-negative bacilli which
produce extended spectrum B-lactamase (ESBL) are associated
with the increase of morbidity and mortality in hospitals. The
objective of this study was to evaluate the frequency of ESBL,
specifically the TEM and SHV type, produced by Escherichia
coli and Klebsiella spp. strains, and also to determine the
antimicrobial susceptibility of these isolates in comparison with
other antibiotic families. A total of 326 strains were collected
between 2002-2004 from hospitals in Havana City. The
susceptibility tests were carried out according to the NCCLS
guides and they were confirmed as. ESBL producers by the double
disk diffusion method. The molecular characterization of these
enzymes was determined by polymerase chain reaction (PCR),
using two sets of oligonucleotides to amplify genes encoding
TEM and SHV type B-lactamase. The ESBL phenotype was
detected in 31 (10 %) Escherichia coli isolates, 19 of these
strains (61 %) carried the bla,, genes, 5 (16 %) bla,, genes, 4
(12 %) strains carried both genes and 11 strains (35 %) carried
the non-ESBL bla,,, and blag,, genes. In Klebsiella spp. the
ESBL phenotype was detected in 10 (36 %) isolates, only one
strain carried the bla,_,, gene. The most active antimicrobials
against Escherichia coli were ciprofloxacin (64.5 %) and
gentamicin (58.07 %); in the case of Klebsiella spp. the same
antimicrobials were the most active with similar susceptibility
(70 %) for both. The carbapenems still remain the most active
antibiotics against Escherichia coli and Klebsiella spp. strains,
which are ESBL producers. However, their use should be closely
controlled.

Key words: Extended-spectrum beta-lactamase (ESBL),
Escherichia coli, Klebsiella spp., genotype TEM and SHV.
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