DISCUSION



Discusion

De un total de 13,800 cepas de enterobacterias aisladas durante el trienio 1997-1999, en
el Servicio de Microbiologia del Hospital de la Santa Creu i1 Sant Pau, se han detectado
47 cepas portadoras de BLEAs o cefamicinasas correspondientes a solo 4 especies

bacterianas: E. coli, K. pneumoniae, S. enterica'y P. mirabilis.

Hemos sido conscientes que al inicio de este estudio la presencia de cefamicinasas en
microorganismos con b-lactamasas inducibles puede haber sido subestimada. Ambos
casos pueden ser confundidos con el patron de resistencia obtenido en cepas
hiperproductoras de la AmpC cromosomica. De hecho, el patrén amoxicilina-acido
clavulanico y cefoxitina resistente, caracteristico de estas b-lactamasas, fue un criterio
de exclusion para estas cepas, al asumir que el mecanismo se correspondia a una

hiperproduccion o desrepresion de la b-lactamasa cromosémica.

Después de una primera seleccion, en funcion del patron de resistencia por la técnica de
difusion y el posterior estudio de la b-lactamasa, tanto fenotipicamente como
genotipicamente, se detectd la presencia de BLEAs o cefamicinasas plamidicas en 35
cepas de E. coli; 9 de K. pneumoniae; 2 de S. enterica y una de P. mirabilis. Asi, sobre
el total de cepas aisladas en el laboratorio, el porcentaje de BLEAs fue 1,83% en
K.pneumoniae y en menor medida en las otras especies: E. coli 0,45%, S. enterica 0,1%
y P. mirabilis 0,1%. En la tabla 23, se resume las cepas con sensibilidad disminuida a
las C3G, segun afio, especie bacteriana, nimero de aislamientos y tipo de b-lactamasa.

En un estudio efectuado en nuestro hospital en el trienio anterior 1994-96'*14¢,

se
encontraron 10 cepas de E. coli productoras de BLEAs. En K. pneumoniae se encontrd
solamente una cepa productora de BLEA. Comparando ambos trienios, se observa un
leve incremento para E. coli (de 0,14% a 0,45%) y un incremento mayor para K.
pneumoniae (de 0,17% a 1,83%); ademas, de su aparicidon en otras especies bacterianas
como: P. mirabilis y S. enterica. Estos resultados ponen en evidencia una tendencia

creciente en la frecuencia y variedad de cepas con este tipo de mecanismo de

resistencia, en la poblacion a la cual sirve el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. Este
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incremento parece estar relacionado basicamente con dos enzimas diferentes, la enzima
SHV-2 y la CTX-M-9. En el primer caso parece que tuvo una mayor incidencia en

1999, mientras que la mayor incidencia de CTX-M-9 fue en 1998.

Las especies mas frecuentemente productoras de BLEAs segln la literatura son E. coli'y
con mayor frecuencia K. pneumoniae. Sin embargo, no son Unicas ya que se han
descrito en otras, aunque con menor incidencia, como Serratia marcecens y
Enterobacter cloacae entre otras. Una notable excepcion es E. aerogenes en Francia
cuya elevada incidencia de cepas productoras de BLEAs es atribuida a un brote

1, - 4
epidémico™.

En 1990, se realizd un estudio multicéntrico en Espafia en el que participaron 14
hospitales incluyendo al nuestro®™. A partir de 1416 cepas de enterobacterias
(seleccionadas por presentar sensibilidad disminuida a cefotaxima), entre las cuales
habia 673 de E. coli, 116 de K. pneumoniae, 176 de P. mirabilis y 7 de P. stuartii, entre
otros microorganismos, s0lo 2 cepas (0,14%) fueron finalmente confirmadas como
productoras de BLEAs (1 cepa de E. coli y 1 cepa de P. stuartii). Este estudio puede
considerarse de dimension nacional y representativo de la frecuencia de BLEAs para
ese afio. La frecuencia de BLEAs comunicadas en esta Tesis (0,44%), es tres veces
mayor a la de 1990. Siendo el nuestro un estudio local, demuestra un aumento en la
frecuencia de BLEAs, no solo respecto a periodos anteriores sino también a lo
informado por Fernandez-Aranguiz y cols.*”*. Seria importante la realizacién de estudios
de tipo multicéntrico con protocolo comun, en forma periddica, para evaluar la

evolucion de la creciente frecuencia de las cepas productoras de BLEAs.

Esta tendencia al incremento de la frecuencia de cepas de Enterobacteriaceae
productoras de BLEAs, coincide con lo observado en otras partes del mundo. En
Francia se han comunicado 1,5%, 0,9% y 3,2% (1990, 1991 y 1998, respectivamente)
cepas de enterobacterias productoras de BLEAs™. Los menores valores observados para
la frecuencia de BLEAs en este estudio (entre 0,25% y 0,58% para 1997-99),

demuestran que para la poblacién que se atiende en nuestro hospital, la incidencia es
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baja, aunque con una clara tendencia al incremento: 0,14%, 0,25%, 0,49% y 0,58% para

los afios 1994-96, 1997, 1998 y 1999, respectivamente’ **'°.

Al igual que lo observado en Francia®, no se observa un incremento en la produccion
de BLEAs en E. coli. Sin embargo, en ese pais se observa un incremento notable en P.
mirabilis (0% en 1990 a 3,7% en 1998), mientras que nosotros no encontramos ninguna
BLEA en esta especie. Para K. pneumoniae, en este estudio aumentd (de 0,17% a
1,83%) diez veces la frecuencia observada de cepas productoras de BLEAs, mientras
que en Francia® afirman no encontrar mayor variacién entre los afios 1991 (9,6%) y
1998 (9,4%), aun cuando en los afios 1994 y 1996 estos valores suben a 22,.2% y 17,7%,
respectivamente; estos incrementos son considerados puntuales por los autores. Otras
especies en la que De Champs y cols.”’, encuentran BLEAs son: Enterobacter
aerogenes (53,5%), Enterobacter cloacae (6,7%), Citrobacter koseri (16,7%) y
Salmonella enterica (3,1%).

Palucha y cols.'?

en un estudio realizado en el Hospital Praski de Varsovia también
senalan un valor muy elevado (16%) respecto al comunicado en esta Tesis (1.83%),
para la frecuencia de cepas de K. pneumoniae productoras de BLEAs; ademas de
encontrarlas de manera igualmente notable en Citrobacter (16%) y en S. marcescens

(32%), especies en las que nosotros no encontramos ninguna BLEA.

En una region mas alejada de nuestra area de estudio, como México, también se ha
comunicado la presencia de cepas productoras de BLEAs en K. pneumoniae, E. coli y
E. cloacae". En total encontraron 32 cepas productoras de BLEAs, a partir de 48

cepass (66%). Estos resultados corresponden a cepas aisladas entre 1990 y 1992.

En conclusion la incidencia de BLEAs en enterobacterias puede ser muy variable en
funcién de las regiones y el tiempo de estudio y sobre todo de la inclusion o no de
brotes epidémicos que puede hacer incrementar considerablemente este porcentaje. En
esta Tesis solo se han descrito algunos trabajos que estudian la incidencia de BLEAs
que se han considerado interesantes de destacar siendo innombrables el nimero de

publicaciones aparecidas al respecto. En nuestro estudio como se ha comentado, la
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posible existencia de brotes a sido evaluada, siendo practicamente descartada en la
mayoria de situaciones. Este hecho confiere, si cabe, una mayor importancia a los
relativamente bajos porcentajes de BLEAs observadas por ser un reflejo de lo que

posiblemente circula a nivel ambulatorio.

Las BLEAs detectadas en nuestra area, independientemente de la especie, pertenecen a
dos tipos mayoritarios, y las cefamicinasas a un solo tipo. Nos estamos refiriendo a las
enzimas tipo SHV-2 y CTX-M-9 y a la cefamicinasa plasmidica CMY-2. El resto
corresponde de forma anecdotica a dos pacientes con BLEAs derivadas de TEM y muy

posiblemente una derivada de la otra, la TEM-12 y la TEM-10.

1) Cepas productoras de BLEA compatibles con CTX-M-9

Las BLEAs se han intentado clasificar por su capacidad relativa para hidrolizar la
cefotaxima y la ceftazidima, aunque estas diferencias no siempre son evidentes. Se
denominan ceftazidimasas cuando la CIM es mayor para la ceftazidima que para la
cefotaxima (por ejemplo: TEM-5, TEM-6, TEM-7 y TEM-10); y cefotaximasas, cuando
la CIM es igual con cefotaxima y ceftazidima (por ejemplo: TEM-3 y TEM-4)"". Otro
grupo de BLEAs mads recientes, presentan una mayor actividad frente a cefotaxima que
a ceftazidima. Estas BLEAs pertenecen a una familia que muestra alta homologia con la
b-lactamasa cromosomica de K. oxytoca (Clase A, segin Ambler), y mayor atn con la

7l Estas enzimas también muestran

de Kluyvera ascorbata, la familia CTX-M y Toho
homologia con b-lactamasa cromosomica de Proteus vulgaris, Serratia fonticola y
Citrobacter diversus™*. En todo caso, ain no esta claro la relaciéon filogenética que

pueda existir entre ellas.

Las cepas productoras de las b-lactamasas CTX-M se descubrieron en 1989 en
Alemania'? y desde entonces, se han aislado cepas productoras de variantes de esta
familia en areas geograficas diversas y muy distantes entre si. Una nueva variante de las
b-lactamasas CTX-M, denominada CTX-M-9, fue descrita por primera vez en nuestro

laboratorio en seis cepas aisladas en 1996'*.
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En el trienio 1997-99 se encontraron 27 cepas de E. coli productoras de b-lactamasas
plasmidicas compatibles con una CTX-M-9. El perfil de sustrato fue el esperado; todas
las cepas fueron resistentes a la ampicilina, ticarcilina y piperacilina, mostraron
sensibilidad disminuida al aztreonam, C3G (excepto ceftazidima) y cefepime. En efecto,
las enzimas mostraron una mayor actividad frente a cefotaxima (CIMgy=64 pg/mL) que
frente a ceftazidima (CIMyy=1 pg/mL), en 26 de las 27 cepas. Recientemente, se ha
sefialado que la actividad contra ceftriaxona seria mayor que contra cefotaxima'’'; en
esta Tesis no se evalud cuantitativamente la actividad frente a ceftriaxona. Sin

12,13 .
7, no confirman la afirmacion

embargo, los datos presentados por Bauernfeind y cols.
de Thomson (2000)'"" ya que para ellos la actividad de CTX-M frente a ceftriaxona es

igual o menor que contra cefotaxima.

En la cepa 1213-D, si bien se observa una clara resistencia a cefotaxima (CIM=128
meg/mL), este valor esta por encima del conjunto de cepas (CIMsy=32 np/mL), para
ceftazidima se presenta también un valor elevado (CIM=16 ng/mL respecto a CIMso=1
Mg/mL) y para aztreonam igualmente (CIM=32 np/mL respecto a CIMsy=1 ng/mL).
Esta aparente alteracion del patron inhibitorio normal de la CTX-M-9, podria explicarse
por un mayor nivel de expresion del gen que la codifica. Esta hipotesis es apoyada por
los resultados de la seleccion con cefotaxima. Asi, a pesar de que la CIM para la
cefoxitina es elevada no se modifica después de la seleccion (CIM=32 ng/mL y
CIM=64 ng/mL antes y después de la seleccion, respectivamente), en cambio en el caso
de la cefotaxima los valores se incrementan al cabo de ésta (CIM=128 nmg/mL a CIM=
512mg/mL); lo cual explica que no se trata de una hiperproduccion de la cromosdmica
sino, mas bien de la hiperproduccién de la b-lactamasa plasmidica CTX-M-9. En todo

caso, se requieran estudios cinéticos para evaluar esta elevada produccion de la enzima.

En general, se puede decir que la seleccion con cefotaxima nos permitio observar la
maxima expresion de esta b-lactamasa (CTX-M-9), y en ningtn caso se tratd de una
hiperproduccion de la b-lactamasa cromosomica ya que los valores de CIM frente
cefoxitina no se alteraron, en tanto que si se incrementaron las CIM, tras la seleccion,
frente a las C3G, especialmente frente a cefotaxima, lo que se explica por una mayor

intensidad en la expresion del gen CTX-M-9.
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Bonnet y cols. (2000)*, asi como otros autores’”, observan que las CTX-M, son
levemente mas susceptibles a los inhibidores que las penicilinasas tipo TEM; siendo
tazobactam el mejor inhibidor descrito para estas enzimas. En otro estudio realizado en
nuestro laboratorio'*, se observo que la CTX-M-9 fue inhibida a bajas concentraciones
de tazobactam (ICsy, 1 nM), mientras que la inhibicion con clavulanato y sulbactam,
requirieron concentraciones mas elevadas (ICsos, 10 nM y 700 nM, respectivamente).
Seglin los resultados de la actividad in vitro, las CIMs con los inhibidores no son
diferentes entre el 4cido clavuldnico y el tazobactam; para esta comparacion so6lo se ha
considerado aquellas cepas con valor exacto de CIM. Hay seis cepas en las que el acido
clavulanico ha sido mejor inhibidor (para la amoxicilina) que el tazobactam (para la
piperacilina). En otras 5 cepas el tazobactam resultdé mejor inhibidor que el &cido

clavulanico, con sus respectivos antibidticos ya mencionados.

Todas las cepas presentaron sinergia de amoxicilina-acido clavulénico con cefotaxima.
Esto y el resultado de la CIM, para este mismo antibiotico en todas las cepas, permite
deducir que esta b-lactamasa al igual que el resto de la b-lactamasas de la familia tienen

una gran actividad cefotaximasa.

Al analizar los resultados del biotipado de las cepas portadoras de CTX-M-9 para
detectar posibles brotes epidémicos, no se observa concordancia ni en el tiempo ni en el
espacio para aquellas cepas con identico biotipado. Esta en curso el estudio por técnicas
de epidemiologia molecular de las cepas que han presentado el mismo biotipo y

serogrupo.

El perfil de resistencia de estas cepas y el pl de las b-lactamasas obtenidas de estas
cepas sugeria la presencia de CTX-M-9. Dicha b-lactamasa ya fue observada en el
trienio anterior en nuestro laboratorio'*’. Esta observacion fue confirmada mediante
PCR usando dos pares de iniciadores: CTX-M-91a1G : CTX-M-9s10p Y CTX-M-9ga1G :
CTX-M-9gstop. Los primeros para un fragmento interno del gen de 0,85Kb y el
segundo par para un fragmento mayor de 1,5Kb que contienen al primer fragmento.
Ventiseis de las 27 cepas fueron positivas con ambos iniciadores, lo cual demuestra

concordancia con la caracterizacién realizada'®.
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La cepa 1387-D, fue positiva para la PCR del fragmento menor y negativa para la PCR
del fragmento mayor. Tanto el patron de resistencia, el pl, como la amplificacion del
segmento menor, permiten afirmar que estamos frente a una b-lactamasa estrechamente
relacionada con CTX-M-9; sin embargo, el entorno del gen puede haber sufrido
cambios que hayan afectado el resultado de la PCR del fragmento mayor. EI ORF
correspondiente a esta enzima tiene 873 pb'* y el fragmento mayor es mas grande
(1,5Kb), por lo cual abarcaria regiones de naturaleza desconocida y probablemente

susceptibles de variacion.

Finalmente, de las 27 cepas productoras de CTX-M-9, tres producian exclusivamente
esta enzima mientras que las otras 24 cepas producian, ademas, una b-lactamasa
compatible con TEM-1. Se sabe que esta enzima carece de actividad frente a las
cefamicinas, oxyminocefalosporinas y monobactams'”', pero si son activas frente a las

penicilinas y cefalosporinas de primera generacion.

De las 913 cepas de S. enterica aisladas, una (144-Ma), perteneciente al serotipo
Virchow present6 sensibilidad disminuida a cefotaxima (6 pg/mL), fue sensible a la
ceftazidima, cefepime y aztreonam; ademads, se observd sinergia caracteristica de
BLEA. Todo ello configur6 un fenotipo de resistencia semejante al observado en las
cepas de E. coli productoras de la b-lactamasa CTX-M-9. Luego, se verifico la
identidad CTX-M-9 de esta cepa mediante PCR especifica para dicho gen. En
Salmonella serovar Typhimurium se ha detectado varias b-lactamasas del tipo CTX-M
en diversas localidades. En Argentina se detectd CTX-M-2"; en Rusia se detectéo CTX-
M-4>; en Riga (Latvia)” y Grecia™, se encontraron cepas productoras de CTX-M-5;
también en Grecia se detectd una cepa productora de CTX-M-6 en 1997°*. En Espaiia se
han detectado, otros tipo de BLEA en las cepas de Salmonella, siendo la primera la
comunicada por Morosini y col. en 1996'%; esta b-lactamasa fue la TEM-27 producida
por S. enterica serovar Othmarschen causante de un brote nosocomial. Por tal motivo,
este es el primer aislamiento (Barcelona, 1997) de una BLEA CTX-M-9 en una cepa de
S. enterica serovar Virchow. Hasta la fecha se han publicado tres aislamientos mas, en
Murcia en 1998, en heces de pacientes con gastroenteritis, dos de los cuales no

requirieron hospitalizacion'™.
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Las b-lactamasas tipo CTX-M se han aislado en 7 especies diferentes de la familia
Enterobacteriaceae y en lugares muy distantes geograficamente'*®. Asi la CTX-M-1
producida por E. coli fue aislada en Alemania en 1989'*; MEN-1 producida por E. coli
fue aislada de un paciente italiano en Francia en 1989'°°; CTX-M-3 producida por C.
freundii en Polonia en 1996%*; CTX-M-8 producida por E. cloacae, E. aerogenes y C.
amanolonaticus, en Brazil en 1997°° y CTX-M-10 producida por E. coli en Espafa en
1997'"°. Adicionalmente hay descritas en el GenBank siete b-lactamasas tipo CTX-M
pendientes de publicacion estas son: CTX-M-11 producida por K. pneumoniae en China
registrada en el 2000 (GenBank: AY005110); CTX-M-12 producida por K. pneumoniae
en Kenya y registrada en el 2000 (GenBank: AF305837); CTX-M-13 producida por E.
coli en China registrada en el 2000 (GenBank: AF252621); CTX-M-14 producida por
E. coli en China registrada en el 2000 (GenBank: AF252622); y CTX-M-15 producida
por K. pneumoniae en China registrada en el 2000 (GenBank: AF252623). Esta familia
de b-lactamasas sigue siendo detectada en lugares y sitios tan diversos que se hace

dificil inferir sobre su origen o patron de dispersion (Figura 18).

Hasta hoy dia se creia que las enzimas CTX-M eran derivadas de la b-lactamasa
cromosomica de K. oxytoca, aunque la relacién directa no es probable dado que la
identidad de las secuencias es menor al 80%. La identidad de la secuencia de
aminoacidos entre la b-lactamasa CTX-M-10, por ejemplo, y la enzima cromosdmica de
Kluyvera ascorbata (datos no publicados de C. Humeniuk [GenBank: CAB59824]), K.
oxytoca’ y C. diversus'® fueron 81, 71 y 69%, respectivamente. Por lo tanto, si esta b-
lactamasa es derivada de una de las enzimas cromosomicas, la producida por K.
ascorbata es la mejor candidata''’; sin embargo atn estd por determinarse si la b-
lactamasa de K. ascorbata (GenBank: CAB59824), es efectivamente de localizacion

cromosomica.
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2) Cepas productoras de BLEA compatible con SHV-2

Las cepas productoras de BLEAs tipo SHV se encuentran con mayor frecuencia en K.
pneumoniae y E. coli. Las BLEAs tipo TEM, y particularmente las tipo SHV, son
infrecuentes en Enterobacter, Serratia, Citrobacter y otras especies de enterobacterias
en particular en las portadoras de cefalosporinasas AmpC cromosomica. Por ejemplo,
en Grecia se aislo una cepa de Serratia marcescens productora de “SHV-5-like”
(identificada por pl) y en China se aislé una cepa de Enterobacter gergoviae productora
de SHV-2". También se han encontrado cepas de S. marcescens y E. cloacae,
productoras de SHV-4. De otro lado, algunos autores han detectado BLEAs tipo SHV
en varios serotipos de Salmonella enterica, siendo en todos los casos la SHV-2; sin
embargo Niiesch-Inderbinen y cols.'"” han encontrado la variante SHV-2a en

Salmonella enterica serotipo Wien.

En nuestro laboratorio, en el trienio 1997-99, se han identificado 14 cepas productoras
b-lactamasa compatible con SHV-2; seis cepas de E. coli y 8 cepas de K. pneumoniae.
Estas representaron el 0,08% de las 7705 cepas de E. coli y 1,63% de las 491 cepas de
K. pneumoniae aisladas en ese periodo. En el trienio anterior, 1994-96', se
identificaron 3 cepas productoras de b-lactamasa compatible con SHV-2: dos cepas de
E. coli (que representaron el 0,03% de los 7054 cepass de esta especie) y una de K.
pneumoniae (que representd el 0,17% de los 581 cepass de esta especie). En ambas
especies, es notable el incremento de la frecuencia de cepas productoras de b-lactamasa
compatible con SHV-2. En E.coli, la presencia de cepas productoras de este tipo de
BLEAs se ha triplicado. En K. pneumoniae, el incremento es mas significativo

aumentando practicamente 10 veces la presencia de este tipo de cepas.

Entre abril de 1988 y mayo de 1990, se produce en dos hospitales de Madrid una alta
incidencia de cepas con resistencia a C3G mediadas por BLEAs, a las que se les
atribuye el caracter de brote epidémico®’. La b-lactamasa fue identificada como SHV-2
y fue encontrada en 59 cepas pertenecientes a 4 especies bacterianas: K. pneumoniae
(61%), K. oxytoca (5%), S. marcecens (31%) y E. coli (3%). Este estudio deja

constancia de la aparicion de cepas que producen este tipo de BLEA en Espafia, al

142



Discusion

menos, desde finales de los 80s. Sin embargo el nimero de cepas que producen SHV-2
es notablemente mayor al observado en los dos periodos tri-anuales estudiados en
Barcelona.

En un estudio realizado en Suiza''’

, se aislaron 60 cepas de Enterobacteriaceae con
sensibilidad disminuida a C3G, en un periodo de dos afios (1993-95), de las cuales 12
fueron caracterizadas como SHV-2. Las cepas productoras de esta enzima,
pertenecieron a K. pneumoniae (6 cepas), E. coli (5 cepas) y E. cloacae (1 cepa).
También se aislaron 13 cepas productoras de SHV-2a. Aunque estos datos no son
comparables con los encontrados en nuestro hospital, ya que en este estudio se
recolectaron cepas de varios hospitales de Suiza y en dos afios, sirven como referencia

de la presencia y dispersion de esta familia de b-lactamasa en Europa.

Un método para probar la sensibilidad de las cepas, es el de disco difusion; pero en
general, no es suficientemente sensible para detectar las cepas productoras de b-
lactamasas de espectro extendido, lo cual puede incrementar el nimero o la proporcion

de falsos negativos, subestimando la real incidencia de las BLEAs'"”.

Nicolas y cols.''?

propusieron que la deteccion de ciertos tipos de SHV mediante la
prueba de sinergia depende del nivel de produccién de la enzima. Sin embargo, Niiesch-
Inderbinen y cols.''® comprobaron que las cepas que expresaban la SHV-2, eran todas
detectadas por este método, indicando que no soélo el nivel de produccion de la enzima,
sino que posiblemente, la naturaleza del enzima (pardmetros de actividad) tenia una
influencia en el resultado positivo de dicha prueba asi, vieron que las cepas portadoras
de SHV-3 tuvieron el test de sinergia negativo, pero el test de PCR/Nhel positivo.
Excepcionalmente, también tuvieron un test de sinergia positivo con valores altos de
CIM frente a C3G, pero negativos para el test PCR/Nhel, lo cual indicaria la presencia
del gen blasyy.; combinado con un gen adicional bla que codifica para una BLEA.
Ademas, una digestion parcial o incompleta daria lugar a la observacion de tres

fragmentos y podria hacer pensar que se esta antes dos genes diferentes (una BLEA y

una no BLEA), cuando solo se trataria de un artefacto; es importante asegurarse
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entonces que la digestion sea correcta. En nuestro caso todas nuestras cepas presentaron

sinergia y el test PCR/Nhel fue positivo.

El pI 7,6 es comin a SHV-1 y BLEAs derivadas de SHV, por lo cual no es un criterio
valido que sirva para diferenciar la presencia de BLEAs. Una metodologia
complementaria es utilizar PCR con iniciadores blasyy y digestion con Nhel''®. En
1996, se propuso como técnica para diferenciar las SHV de espectro ampliado de las de
expectro extendido, usar la enzima de restriccion Nhel, que corta en la diana
GCT:AGC. Esta técnica se basa en el hecho de que la mutacion de SHV-1 a SHV
BLEA, es puntual y se produce en la posicion 238 donde el codon cambia de (GGC) a
(AGC); es decir, de glicina a serina. Las cepas con alto valor de CIM frente a C3G, pl
7,6 y PCRgpy positiva, fueron sometidas a digestion con Nhel; si la enzima no corta
podriamos estar frente a una no BLEA SHV-1 o SHV-11, o frente a las BLEAs SHV-6,
SHV-8 o SHV-13 o alguna nueva variante. Cuando Nhel corta, podemos estar en
presencia de SHV-2, SHV-2a o SHV-7''®. En ambos casos no es posible diferenciar

entre una b-lactamasa y otra a no ser que se realice la secuenciacion del gen.

Siempre que, el valor del pl sea diferente a 7,6, permite discriminar entre no BLEAs y
BLEAs de la familia SHV. Con pl 8,2, por ejemplo, estamos frente a BLEAs, que
podrian ser SHV-5, SHV-9, SHV-10 6 SHV-12, pero se necesita la secuenciacion del
gen para diferenciarlas. Por eso, a partir de los criterios sefialados solo es posible
identificar inequivocamente SHV-3 (valores altos de CIM frente a C3G, pl 7,0 y
digestion por Nhel) y SHV4 (valores altos de CIM frente a C3G, pl 7,8 y digestion por
Nhel)''®. Esto es valido con la informacién reportada a la fecha (WEB: Lahey Clinic
Jacoby&Bush 2000)"%, cuando ya se han registrado 26 variantes de la familia SHV, pero

de las cuales en su mayoria alin no se ha informado el perfil inhibitorio ni el valor de pl.

De lo discutido lineas arriba, se deduce que una vez determinada la presencia de BLEA
es bastante mas complejo precisar de que enzima se trata. Aunque el perfil de hidrdlisis
de substratos, de inhibicion y la determinacién del punto isoeléctrico de la enzima, son
esenciales, la caracterizacion definitiva depende de la secuenciacion del gen que

codifica la enzima.
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Thomson, K. y Sanders, C.'”’ demostraron que la cefpodoxima era un buen marcador de
BLEAs. En este estudio, las seis cepas de E. coli portadoras de SHV-2 fueron
resistentes a cefpodoxima, lo cual estd de acuerdo con su naturaleza de BLEA. Ademas,
después de la seleccion con cefotaxima, el valor de CIM frente a la cefpodoxima se
incrementd de 3 a 6 diluciones dobles progresivas. Por otro lado, los valores observados
para cefoxitina, antes y después de la seleccion, estan dentro del rango de las cepas
productoras de b-lactamasas del grupo 2be (clasificacion de Bush, Jacoby y Medeiros):
CIM 2-8 pg/mL*, lo que indica que con la seleccion lo que se consiguid es que la b-
lactamasa SHV-2 expresara su alto grado de resistencia a las C3G, y se puede afirmar
que no se trata de una hiperproduccion de la cromosdmica ya que en el gel de
isoelectroenfoque, de las cepas seleccionadas, no se observé mas que el mismo pl de las
cepas originales y los mismos CIM para la cefoxitina, descartando también esto, en
parte, la aparicion de nuevos mutantes. Es decir, probablemente antes de la seleccion,
las cepas de E. coli productoras de la SHV-2, sblo expresaban la b-lactamasa en un
grado basal y después de la seleccion con una C3G, como la cefotaxima, pudieron

expresarla en mayor grado.

En las 8 cepas de K. pneumoniae, los valores de CIM frente a cefpodoxima indica su
naturaleza de BLEA. En el caso de la cefoxitina 5 cepas estdn dentro del rango de
BLEA del grupo 2be (4 pg/mL); las otras tres cepas (154-Fb, 156-Fb y 163-Fb),
muestran valores de CIM superiores (16 pg/mL), pero ain no alcanzan el valor fijado
para b-lactamasa del grupo 1 (>16 pg/mL). Ademas, estas cepas no mostraron ninguna

banda caracteristica de las b-lactamasas del grupo 1, en el gel de isoelectroenfoque.

Para Thomson, K. y Sanders, C."”, cefoperazona no muestra utilidad para discriminar
BLEAs de no BLEAS, ya que ambos tipos de cepas presentan similar sensibilidad (79%
y 85%, respectivamente). Por su lado, Livermore, D.* afirma que las cepas productoras
de BLEAs derivadas de TEM y SHV, muestran resistencia a la cefoperazona. En
nuestro estudio, de las seis cepas de E. coli, cinco fueron sensibles mientras que la cepa
1310-D fue resistente; después de la seleccion con cefotaxima todas fueron resistentes.

Las cepas de K. pneumoniae presentan valores de CIM entre sensibles e intermedios.
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Todo lo cual indicaria, a priori, que la utilidad de la cefoperazona para discriminar

BLEASs de no BLEAS no esta del todo demostrada.

Niiesch-Inderbinen y cols.'”® al comparar SHV-2 y SHV-2a, asocia la mayor eficiencia
de actividad ceftazidimasa de la SHV-2a, a la mutaciéon que cambia leucina por
glutamina en la posicion 31 de la enzima. En esta Tesis cinco de las seis cepas aisladas
de E.coli muestran valores de CIM similares frente a cefotaxima y frente a ceftazidima;
ademads, después de la seleccion con cefotaxima la eficiencia frente a ceftazidima es
menor, lo cual estd de acuerdo con lo descrito por Niiesch-Inderbinen para la SHV-2.
De otro lado, las seis cepas mostraron sinergia con cefotaxima y solo cinco con
ceftazidima. De otro lado, de las 8 cepas de K. pneumoniae productoras de b-lactamasa
compatible con SHV-2, la CIMs fueron similares para ceftazidima y cefotaxima; la cepa
154-Fb muestra mayor diferencia para la CIMs de estos antibidticos siendo resistente
frente a ceftazidima y sensible frente a cefotaxima. Sin embargo la diferencia no es

significativa.

Cuando se compararon SHV-2 y SHV-2a mediante un ensayo de construcciones
genéticas'"®, en las que se asociaron estos genes con diferentes tipos de promotores
(fuerte y débil), concluyeron que la mayor actividad ceftazidimasa de SHV-2a, se debe
a la mutacion en la posicion 31 de la enzima y que esta actividad se acentia en
presencia de un promotor fuerte. Ademas, la presencia de promotores fuertes también
podria explicar la resistencia incrementada mediante la hiperproduccion de la

enzima'>"1°,

Respecto a la relacion epidemioldgica de las seis cepas de E. coli productoras de SHV-2
es importante destacar que todas presentaban el mismo biotipo 1775, aunque no el
mismo serogupo, pero no se pudo demostrar la relacion entre los que compartian biotipo

y serogrupo ya que sus hallazgos correspondian a salas y a tiempos diferentes.
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3) Cepas productoras de TEM-12 y TEM-10

La TEM-1 es una Db-lactamasa ampliamente distribuida en la familia
Enterobacteriaceae, particularmente en E. coli y K. pneumoniae, y otras especies. Su
substrato son las penicilinas y las cefalosporinas de primera generacion y son de
codificacion plasmidica. La habilidad del gen TEM-1, para mutar y codificar variantes
enzimaticas capaces de hidrolizar las C3G ha sido demostrada ampliamente por muchos
centros*>'*®, Asi, TEM-1 ha dado origen a una numerosa familia de BLEAs por
mutaciones, que en la mayoria de casos son simples (19 de 86 variantes) o dobles (21 de

86) respecto de la secuencia original de TEM-1.

La BLEA TEM-12 fue aislada por primera vez en 1987, en una cepa de E. coli
procedente de USA y publicada en 1990°"'7® y en K. pneumoniae en el area de
Cincinnati - Boston en 1988'%°. Inicialmente fue conocida como YOU-2, de
codificacion plasmidica'’, luego se le asigné un nombre correspondiente a la familia a
la que pertenece, TEM-12; Webber y cols.'”™ encontraron que la enzima TEM-12
presentaba una actividad ceftazidimasa elevada y que a diferencia de las otras enzimas
de la misma familia (derivadas de TEM-1), era de codificacion cromosémica. Rice y

cols. '

comprueban mediante secuenciacion que YOU-2 y TEM-12 son codificadas por
el mismo gen; actualmente se le conoce como TEM-12. Por lo tanto, TEM-12 puede ser
codificada a nivel cromosémico o plasmidico, no habiéndose encontrado diferencias

fenotipicas entre los dos tipos.

En este estudio se analizaron cinco muestras de orina de un mismo paciente (paciente
A), en todas las cuales se aislo E. coli, tal como se describid en el apartado de
resultados. De estas muestras, las cuatro primeras cepas se aislaron aproximadamente
con un mes de diferencia a cada una, presentando el mismo patron de resistencia y dos
b-lactamasas de igual pl. Basaindonos en estas caracteristicas comunes asumimos que se
trataba de la misma cepa y solo se analizo la primera de la serie (1365-D). La quinta
muestra (1401-D) se aisl6 tres meses después de la ultima de la primera serie, presento

un perfil de resistencia mas elevado frente a todos los b-lactamicos y fue considerada
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como otra cepa diferente, aunque probablemente derivada de “la primera”. Esta cepa fue

luego caracterizada como productora de la TEM-10.

La cepa inicial (1365-D) se identific6 como productora de dos b-lactamasas
compatibles con TEM-1 y una con TEM-12, siendo esta tltima la de interés por tratarse
de una BLEA. Esta cepa represent6 el 0,01% de las 7705 cepas de E. coli durante el
trienio 1997-99. En el periodo anterior 1994-96, Sabaté y cols.'** reporta también una
cepa productora de TEM-12 que significo el 0,03% de las 7054 cepas de E. coli aisladas
en dicho periodo. Por lo tanto, no se observan diferencias entre los dos periodos
analizados en la frecuencia de aparicion de cepas productoras de TEM-12 y TEM-10, en

el ambito de la poblacion que atiende el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau.

Se estima que el 50% de las cepas de E coli aisladas en el mundo, tienen la b-lactamasa
TEM-1 y que aproximadamente el 80% de las b-lactamasas de codificacion plasmidica
en los miembros de la familia Enterobacteriaceae son TEM-1; por esta razon la

1 .
% tal como ha sido

coexistencia de TEM-1 y una BLEA es un hecho frecuente
observado en la cepa 1365-D y en 24 cepas caracterizadas como productoras de la

BLEA CTX-M-9 en este mismo estudio.

En la quinta muestra del paciente A, fue aislada una cepa de E. coli productora, como se
ha comentado, de la BLEA TEM-10. Esta enzima es también derivada de TEM-1 y fue
inicialmente conocida con el nombre de MGH-1, en cepas de K. pneumoniae siendo
detectada por primera vez en 1989 en Chicago'*’. Su identificacion y denominacion
definitiva como TEM-10 se realizé6 mediante secuenciacion del gen'*.

5
, se resume de la

El perfil de resistencia de TEM-10 descrito por Quinn y cols."
siguiente manera: hidroliza la ceftazidima y el aztreonam ademas de las penicilinas
como la piperacilina y carbenicilina; los inhibidores de b-lactamasas como el acido
clavulanico y sulbactan, restauran la sensibilidad a los b-lactamicos. La cepa 1401-D,
portadora de la TEM-10, también presenta un perfil de resistencia similar pero con
valores de CIM levemente incrementados (una o dos diluciones dobles progresivas)

frente a ceftazidima y aztreonam; estos incremento fueron significativamente superiores
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para nuestra cepa frente a cefuroxima (6 diluciones dobles progresivas), cefoxitina (mas
de 4 diluciones dobles progresivas) y cefotaxima (4 diluciones dobles progresivas), en

135 Ademas, en esta Tesis la identidad

todos los casos respecto a los valores reportados
de TEM-10 ha sido verificada mediante secuenciacion del gen. Entonces, cabe
preguntarse, ;porqué si estamos ante la misma TEM-10, se observan claras diferencias

en el perfil de resistencia?

Una posible explicacion, viendo el notable incremento de la CIM para cefoxitina (>64
ug/mL), es la hiperproduccion de la b-lactamasa cromosomica AmpC en la cepa 1401-
D, pero esta posibilidad se descartd ya que en sucesivas realizaciones del gel de
isoelectroenfoque no se pudo observar la banda tipica de esta enzima. Una hipdtesis
alternativa es que este incremento se deba a que se trate de una cepa que ademas de
TEM-10 presente defectos a nivel de las porinas. Al respecto, un experimento realizado
por Negri y cols.'” demostr6 que ante periodos de exposicién largos a bajas
concentraciones de cefotaxima, en las cepas productoras de TEM-12 aparecia una nueva
subpoblacion de mutantes carentes de porinas en la membrana externa. Es decir, la
presion de seleccion leve o moderada permite un nuevo crecimiento de la poblacion
bacteriana gracias a la seleccion de un mutante, con un mecanismo de resistencia
diferente al enzimatico (en este caso la TEM-12) como consecuencia de la presion de
seleccion que se esta ejerciendo (en el caso de este experimento la cefotaxima). En otro
estudio realizado por Medeiros y cols.”” observan que la cefoxitina ha fallado en el
tratamiento de los pacientes porque las cepas (de K. pneumoniae) productoras de
BLEAs pierden porinas de la membrana externa durante la terapia, presumiblemente

disminuyendo la tasa de penetracion del antibiotico hacia la célula bacteriana'?'.

Por otro lado, tratandose de la quinta muestra (cepa 1401-D) de un paciente en el que en
las cuatro primeras muestras ya se habia aislado cepas de E. coli productoras de TEM-1
y TEM-12, simultineamente, y que ha sido tratado con ceftazidima (intravenoso),
estariamos frente a un caso de seleccion secuencial de mutantes, segun el proceso
experimentalmente demostrado por Negri y cols.'”. Esta asociacion también ha sido
observada por otros investigadores™"'? frente al uso extendido de ceftazidima en varios

hospitales en Estados Unidos y uno en Inglaterra, donde la evolucion de la TEM-12 ha
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dado lugar a la aparicion de TEM-10 y TEM-26, tanto en brotes hospitalarios como

dentro de un mismo microorganismo.

4) Cepas portadoras de CMY-2

Las cefamicinasas plasmidicas a diferencia de las BLEAs determinan resistencia a las
cefamicinas y a los inhibidores de b-lactamasas, asi como a las C3G. En esta Tesis se
encontraron tres cepas productoras de cefamicinasa CMY-2 durante el trienio 1997-99,
las cuales pertenecen a tres especies bacterianas. Una cepa de S. enterica serovar
Mikawasima de un total de 913 cepas de S. enterica aisladas (0,1%), una cepa de K.
pneumoniae (0,47%) de un total de 491 y una cepa de P. mirabilis (0,11%) de 948 cepas

de esta especie.

El patron de sensibilidad tanto de las cepas salvajes como de los transconjugantes
obtenidos, es similar al descrito previamente en enterobacterias productoras de la b-
lactamasas CMY-2 o CMY2b, tales como S. enferica serovar Typhimurium variante
Copenhagen™, S. enterica serovar Senftenberg®, K. pneumoniae™ y E. coli'®. Las b-
lactamasas CMY-2 y CMY-2b son muy similares y las tnicas diferencias detectadas en

.« . . . ,qe . . ~ 182
dos posiciones de la secuencia aminoacidica a nivel del peptido sefial ™.

S. enterica, P. mirabilis y K. pneumoniae, son generalmente sensibles a las
cefalosporinas y tan solo ésta ultima es naturalmente resistente a las penicilinas.
Actualmente, alrededor del 30 al 40% de las cepas de S. enterica y P. mirabilis son
resistentes a las penicilinas, por produccion de b-lactamasas tipo TEM-1, TEM-2 o
SHV-1, mayoritariamente. De éstas, se han originado las BLEAs que se caracterizan por
conferir resistencia a cefalosporinas de tercera generacion, aunque no a cefamicinasas y
solo en algunos casos a inhibidores de b-lactamasas. Por su lado, las cefamicinasas
como la CMY-2, confieren resistencia no so6lo a penicilinas y cefalosporinas,
incluyendo las de tercera generacion, sino también a cefamicinas y también a la
combinacion b-lactamico-inhibidor como la amoxicilina-acido clavulanico, cefotaxima-

acido clavulanico y ceftazidima-acido clavulanico.
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Todas las cefamicinasas plasmidicas detectadas hasta el momento en el area
mediterranea pertenecen a un grupo muy homogéneo, CMY-2 a CMY-5, LAT-1 a
LAT-4 y BIL-1; todas relacionadas con la b-lactamasa cromoséomica de C.

-.15,16,18,28,50,51,53,57,82,166,173,174,176,185 . ,
freundii ™" TR LRSS TIREIREEY De éstas, la mas frecuente es la CMY-2.

La deteccion de b-lactamasas AmpC mediada por plasmidos, es dificil debido a que no
es facil su deteccion en el laboratorio, sobre todo porque puede confundirse con una
hiperproduccion de la b-lactamasa cromosémica AmpC, en las cepas portadoras de esta
enzima en el cromosoma, o con perdida de permeabilidad de las porinas. En nuestro
laboratorio el test “screening” para la deteccion de estas cepas fue la disminucion del

halo de la cefoxitina en la placa de disco difusion, y posteriormente el pl.

En el periodo 1994-96, 48 cepas de E. coli, que mostraron un patrén de resistencia
compatible con una b-lactamasa AmpC, pero que ademas presentaban b-lactamasa de pl
elevado >8, compatible con la b-lactamasa cromosémica de E. coli, se procedi6 a hacer
la PCR con iniciadores degenerados que amplifican el ampC cromosomico de E.
cloacae, C. freundii y algunas cefamicinasas plasmidicas como CMY-2, resultando
negativa en todo los casos'*®. Estos resultados sugerian que el mecanismo de resistencia
en estas cepas era la hiperproduccion de la b-lactamasa cromosémica y no una

cefamicinasa plasmidica.

En esta Tesis se excluyeron en funcion de estos resultados previos, todas las cepas de E.
coli cefoxitina resistente con lo cual somos conscientes de la posible subestimacion de
la presencia de cefamicinasas plasmidicas no detectables bajo ese screening; atn asi se
encontraron tres cepas portadoras de CMY-2. Después de nuestros hallazgos, en el afio
2000, encontramos tres cepas mas de E. coli portadoras de la cefamicinasa CMY-2,
todo lo cual nos estaria indicando que las cefamicinasas plasmidicas y en particular la
CMY-2 recién aparece en nuestro entorno. Sin embargo, en la medida de las
posibilidades es recomendable poder disponer de otro métodos de deteccion como el

1
169

test tridimensional °~ o poder utilizar el test basado en un inhibidor especifico de las b-

lactamasas AmpC como el BRL 42715, aunque lamentablemente aun esta en fase de

desarrollo y no esta disponible™*.
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En las cefamicinasas plasmidicas no se ha demostrado la presencia de genes
reguladores, como en sus homodlogos cromosdmicos. La tnica excepcidn es una cepa de
S. enterica serovar Enteritidis productora de b-lactamasa plasmidica DHA-I,
estrechamente relacionada con la b-lactamasa de la Clase C de M. morganii, con quien
alcanza 98,7% de identidad en la secuencia nucleotidica. En esta especie se ha
demostrado la presencia del gen regulador ampR responsable del fenotipo inducible,
contiguo al gen que codifica para DHA-1". La perdida de la inducibilidad en la mayoria
de las AmpCs mediada por plasmidos puede ser debida a que los genes reguladores de
la induccién estan ausentes o son no funcionales'’'. Como lo sugieren Bauernfeind y
cols.””, la CMY-2 ha derivado de la b-lactamasa AmpC de C. freundii por su elevada
homologia (95,8%); por ello, aunque no se observd ningun tipo de induccién, nos
planteamos la posibilidad que nuestras cepas hayan incorporado también el gen ampR.
La PCR especifica para ampR no dio producto amplificado lo cual nos permite en

principio, descartar la presencia de este gen tal como es conocido en C. freundii.

El entorno genético del gen blacmy-» es desconocido en estas cepas. Se plante6 la
hipdtesis de que pudiera encontrarse formando parte de un integron de la Clase 1, para
lo cual, se realizd una PCR con iniciadores especificos SCS y 3CS. El resultado fue
positivo en las tres cepas y sus transconjugantes con una region variable interna de
aproximadamente unas 3Kb de longitud, pero al realizar la PCR en forma cruzada los
iniciadores especificos de integrones Clase 1 con los iniciadores ampC1l y ampC2, no se
obtuvieron amplificados, lo cual nos permite descartar que este gen este formando parte

de este tipo de integrones.

Igualmente se exploro la posibilidad de que estas b-lactamasas se encontrasen formando
parte de un integron compuesto como In6 o In7, de forma similar a lo observado en la
cefamicinasa DHA-1, aunque en este caso no se ha encontrado como un elemento moévil
del tipo “gene cassette”. Este tipo de localizacion también se presume para CMY-1 y
MOX-1'""7. La PCR se realiz6 utilizando un iniciador en el orf341 y los iniciadores
ampCl o ampC2. El resultado negativo en ambos casos permite descartar la

localizacién de CMY-2 de nuestras cepas en un entorno similar al descrito para DHA-1.
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Sin embargo, un resultado negativo en la PCR no permite afirmar la ausencia de estos
entornos, los cuales pueden estar presentes pero con algunas alteraciones (mutaciones

puntuales, inserciones, deleciones, etc).

La b-lactamasa CMY-2 se ha difundido geograficamente por toda la cuenca
mediterranea en los ultimos 10 afios. Aparentemente esta dispersion se ha alcanzado por
la transmision interespecifica del vector de esta cefamicinasa. Asi, se ha detectado en
cepas de K. pneumoniae, E. coli, P. mirabilis y varios serotipos de S. enterica

108
. En todos los casos

(Senftenberg, Typhimurium, Mikawasima y Montevideo)
descritos, dicha b-lactamasa se ha transferido por conjugacion con la b-lactamasa TEM-
I, asi como con el patron de resistencia asociado: claranfenicol, tetraciclina,
sulfametoxazol, gentamicina y tobramicina (de entre los antibidticos que los diferentes

. 14,18,50,82
estudios han evaluado) ™ ™™

, este patron también se ha observado en P. mirabilis
portador de la CMY-4'7°. Las cepas analizadas en esta Tesis mostraron un
comportamiento similar a éste. Sin embargo, resulta interesante, aunque dificil de
explicar, los mayores valores de CIM de los transconjugantes de S. enterica y P.
mirabilis frente a cefoxitina, cefotaxima, ceftazidima y aztreonam, respecto a los

valores de CIM de las respectivas cepas silvestres.

En esta Tesis se informa de uno de los primeros hallazgos de cefamicinasas en Espaiia;
otro trabajo reciente®” documenta el aislamiento de una cepa de E. coli productora de la
cefamicinasa FOX-4, en Las Palmas de Gran Canaria. Ademas nuestro estudio

documenta los primeros aislamientos de P. mirabilis y S. enterica serovar Mikawasima

productoras de CMY-2.

Es de preveer, que en el futuro, su incidencia se incremente y con ello disminuyan las
opciones para tratar las infecciones por microorganismos portadores de estas b-
lactamasas (Figura 19). Practicamente, estas cepas son resistentes a todos los
antibioticos excepto carbapenems, cefalosporinas de cuarta generacion |y
fluoroquinolonas'’"; pero por ejemplo frente a los carbapenems, concretamente frente a
imipenem, ya se ha documentado algunas resistencias mediadas por estas cefamicinasas

asociadas a alteraciones de las proteinas de la membrana externa”*'®.
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Fig 19: Dendrograma de las b-lactamasas tipo AmpC
(Clase C) descritas hasta el momento.
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5) Deteccion de BLEAS y cefamicinasas

Las b-lactamasas plasmidicas del tipo SHV, junto con las TEM, representan las familias
de b-lactamasas de mayor importancia clinica. Las formas parentales de estas familias
(SHV-1, TEM-1 y TEM-2), carecen de actividad frente a cefamicinas, las
oxyiminocefalosporinas, monobactams y carbapenems, que resultan ser estables a
estas b-lactamasas. Estas enzimas producen resistencia frente a todas las penicilinas con
actividad frente a bacterias gram negativas, excepto la temocilina, y también algunas
cefalosporinas como la cefalotina y el cefaclor''”'”!. A inicios de la década de los 80, se
detectaron en Europa, cepas de K. pneumoniae y E. coli, resistentes a cefotaxima,
ceftazidima y también a aztreonam. Esta resistencia se debia a la produccion de b-
lactamasas derivadas por sustitucion aminodcidica en los sitios activos de TEM-1,
TEM-2 y SHV-1, las cuales extendieron su perfil de sustrato a aztreonam, C3G
(cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima, cefpodoxima, cefoperazona) y cefepime, siendo

denominadas BLEAs (b-lactamasas de espectro extendido).

La deteccion de BLEASs es un problema importante a tener en cuenta. La deteccion de la
presencia de una BLEA en la rutina del laboratorio se hace dificil debido a que las
CIMs frente a C3G, aunque elevadas, son menores que los puntos de corte usados para
definir la resistencia por el National Committee for Clinical Laboratory Standard
(NCCLS)". Por ello, de acuerdo a las nuevas recomendaciones de la NCCLS'”, las
cepas de E. coli y K. pneumoniae que son inhibidas en un menor grado que la poblacion
normalmente susceptible, deben ser estudiadas porque pueden ser portadoras

potenciales de una BLEA.

En un estudio realizado por Thomson y col.'” se probo la eficacia de la cefpodoxima
para la deteccion de BLEAs, encontrandose que el 100% de las cepas no BLEAS fueron
sensibles frente a este antibiotico; mientras que, el 96% de las BLEAs fueron
resistentes; cabe destacar que en este estudio no se incluyeron cepas productoras de
cefamicinasas plasmidicas AmpC (grupo 1). En todo caso, se interpreta de estos

resultados, que todas las cepas resistentes son productoras de BLEAs, pero no todas las
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cepas sensibles (o intermedias) son no productoras de BLEAs, ya que hay un 4% de

cepas con resultado falso negativo.

El test de sinergia o prueba de doble disco difusion aprovecha el hecho que las BLEAs
producen hidroélisis de las C3G y la sensibilidad que muestran a los inhibidores de b-
lactamasas como la amoxicilina-dcido clavulanico. Un método alternativo para la

deteccion de BLEAs es el dado por M'Zali, y cols.'®

, el cual requiere de un par de
discos adicionales de cefotaxima-acido clavulanico y ceftazidima-acido clavulénico. El
criterio para determinar si se esta en presencia, o no, de una BLEA, viene dado por la
proporcion [(cefalosporina/acido clavulanico)/cefalosporina] medida a partir de los
diametros de inhibicidon; cuando este indice es 3 1,5, estamos en presencia de una

BLEA.

Otro estudio prob6 que cefpodoxima es el antibidtico que mejor discrimina entre las b-
lactamasas del grupo 1y 2be (clasificacion de Bush, Jacoby y Medeiros), respecto a las
demas b-lactamasas del grupo 2 (b, ¢ y d). Las CIMs varian de 4pg/mL a >16 ug/mL en
el primer grupo de b-lactamasas, mientras que las CIMs para el segundo grupo oscilan
entre 0,5 ug/mL y 2 pug/mL. Por otro lado, la cefoxitina ha mostrado ser muy eficiente
para diferenciar las b-lactamasa del grupo 1 (CIM >16 pg/mL) de las del grupo 2be
(CIM 2-8 pg/mL)*. Es decir este puede ser un buen criterio para diferenciar

cefamicinasas plasmidicas de BLEAs del grupo 2be.

A pesar de todas las técnicas sefialadas las BLEAs y las cefamicinasas plasmidicas
constituyen una seria amenaza para la terapia con b-lactamicos, sino pueden ser
detectadas. Las BLEAs caracteristicamente habian reducido la sensibilidad a las C3G
y/o aztreonam, pero la resistencia in vitro, como hemos visto, indicada ya sea tanto por
disco difusion o por la CIM, puede ser baja a moderada. Igualmente las cefamicinasas
plasmidicas tienen como caracteristica sensibilidad disminuida a C3G y/o aztreonam,
resistencia a cefoxitina y no son inhibidas por el 4cido clavulanico, pero una
hiperproduccién de la enzima cromosdémica, en el caso de E. coli, también puede dar un

patrén similar.
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Todos estos procesos tienen sus limitaciones, asi por ejemplo, a pesar que el test de
sinergia técnicamente es facil, depende de la lectura subjetiva de las interacciones entre
las zonas de inhibicion, ademas puede perder su sensibilidad por un problema de
espaciamiento de los discos. En este sentido, el E-test es menos subjetivo que el test de
sinergia ya que su interpretacion esta basada en la lectura cuantitativa de la CIM para la

ceftazidima o cefotaxima en ausencia o presencia del acido clavulanico.

Desafortunadamente con la mayoria de los tests de sensibilidad el patréon esperado para
cepas portadoras o no de BLEA, o cefamicinasa, puede ser modificado por la accién de
diferentes mecanismos como la produccion de grandes cantidades de b-lactamasas ya
sea por mutaciones en su promotor o adquisicion se secuencias de insercion que
reemplazan la funcion del promotor, o por incremento de nimero de copias del
plasmido, o incremento en el nimero de copias del gen. Otros mecanismos capaces de
modificar el patron de resistencia es restringir la tasa de entrada del b-lactamico ya sea
por las modificaciones de la permeabilidad de la membrana por perdida de porinas, por

alteracion de las PBPs o por el mecanismos de eflujo.

A pesar de ello, otras metodologias aplicables a los aislados clinicos, han sido
propuestas para la identificacion de BLEAs sin tener que recurrir al procedimiento mas
costoso y técnicamente mas exigente que es la secuenciacion. Estas dos nuevas técnicas
de biologia molecular son basicamente para la caracterizacion de BLEAs tipo SHV y
fueron propuestas cuando el niimero de BLEAs descrito hasta el momento era reducido
(6 a 12 tipos diferentes). Una es la propuesta por M'Zali y cols.'” que usa la PCR-
SSCP (“single strand conformational polymorphisms”) para examinar numerosas cepas
de SHV. Esta técnica es capaz de detectar tanto mutaciones conocidas como nuevas,
que ocurren dentro del producto amplificado. Otra alternativa adicional’® es la
caracterizacion mediante LCR (“ligase chain reaction”), que permite discriminar entre
las variantes de SHV, aunque la diferencia sea en una mutacién puntual (SHV-1, 2, 2a,
3, 4, 5 y 12). Esta caracterizacion muestra concordancia con el fenotipo descrito
mediante perfil de resistencia y punto isoeléctrico. Estas técnicas podria ser
consideradas en las BLEAs tipo SHV, ya que es una familia, hasta entonces, con pocos

representantes por lo que la diferenciacion entre cada una de ellas seria mas rapida y
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con la posibilidad de realizar en mayor niimero de cepas que por secuenciacion.
Posiblemente, hoy por hoy, estas técnicas pueden ser ttiles en determinadas situaciones
requiriendo en muchos casos de una secuenciacion para la caracterizacion definitiva de

la b-lactamasa.

Finalmente podemos decir que es esencial la rapida y correcta deteccion de las BLEAs,
que puedan aparecer en nuestro medio, asi como de las cefamicinasas, porque el poder
proveer no solo a tiempo sino de una informacion correcta y exacta acerca de la
ocurrencia de tales enzimas puede evitar la dispersion de las mismas. Ademas esto
ayudaré a los clinicos a dar la terapéutica adecuada y de esta forma detener el sobre uso
de antibiodticos de tltima generacion, una forma de incrementar la incidencia de estas b-

lactamasas.

La vigilancia es un componente esencial de los programas de control de las infecciones,
sobre todo cuando sabemos que la mayoria de nuestras cepas estudiadas viene de
hospitalizacion. Por eso el conocimiento de los patrones de resistencia antibidtica es
crucial no solo para poder escoger un tratamiento empirico, sino para la implementacion
y evaluacion de programas que minimicen la difusion de estas resistencias. El tener un
micoorganismo productor de BLEA en una infeccion clinica puede resultar en un mal
tratamiento, sobre todo si alguna C3G y/o aztreonam es usado para el mismo. Las
mutaciones en las secuencias de los genes de las primeras b-lactamasas plasmidicas
aparecidas han generado distintas BLEAs después del uso de los nuevos b-lactamicos
particularmente ceftazidima y aztreonam, acelerando su evolucion, esto generalmente se
ha visto en las UCIs. Asi también las bacterias patdgenas han encontrado rapidamente
como desarrollar varios mecanismos de resistencias que interactian cuando son

necesarios.
Poder detectar a tiempo los patdogenos que llevan resistencias y aplicar medidas de

control es importante, igualmente el ensefiar el uso juicio de los antibidticos es

importante en el control de la resistencia.
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6) Caracteristicas clinicas de los pacientes

Las infecciones representan en la actualidad un importante problema de salud publica
por su morbimortalidad y por las implicaciones econdmicas que suponen para el sistema
sanitario. En Espafa, mas del 25% de las primeras consultas en los centros de atencién
primaria se deben a un proceso infeccioso y en la hospitalizacion la infeccion
nosocomial alcanza una prevalencia del 10%, siendo las mas prevalentes la infeccion de
tracto urinario (ITU), de herida quirargica y la neumonia'?®. Las infecciones
oportunistas se caracterizan por 1) tener con frecuencia un origen endégeno ya que su
agente causal proviene del propio reservorio del paciente y forma parte de la flora
habitual del mismo; 2) diversas enfermedades requieren técnicas invasoras,
cateterismos, sondas permanentes, entre otros que facilitan estas infecciones; 3) los
estados de inmunodepresion en pacientes con canceres o receptores de un transplante
favorecen el desarrollo de estos procesos infecciosos; 4) en la poblacion ingresada en
los hospitales predominan los ancianos frecuentemente debilitados y con diversas
enfermedades simultaneas; y 5) utilizacion inadecuada de los antimicrobianos. Si a esto
agregamos que los hospitales pueden ser una fuente de microorganismos resistentes, ya
que ellos, generalmente, tienen una flora residente que infecta a los pacientes
regularmente, podemos tener en resumen el panorama general del tipo y caracteristicas
clinicas de los pacientes que en esta Tesis se encontraron portadores de cepas de E. coli,
K. pneumoniae, P. mirabilis y S. enterica productor de alguna de las b-lactamasas

discutidas en paginas previas.

En promedio en cada afio del trienio, del total de muestras analizadas entre un 50-85%
de las muestras correspondieron a orinas y las muestras de sangre entre el 8-25%. En
otros trabajos, descritos en la literatura acerca de BLEAs, las cepas procedian con
mayor frecuencia de orina (cerca del 50% de las cepas), también de sangre (alrededor de

15%), seguido de pus y heridas'®

. Ademas las ITUs, son las infecciones bacterianas
mas frecuentes, ya que las infecciones respiratorias que la superan en numero son en su
mayoria de naturaleza no bacteriana. E. coli es el uropatdégeno mas frecuentemente
encontrado’’ en las ITUs en todo el mundo, pero también el patogeno nosocomial mas

comun (<33%)”".
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En general las infecciones son una causa frecuente del aumento de la morbilidad en
pacientes con una amplia variedad de neoplasias, y los patdgenos asociados a esta alta
morbilidad son miembros de la familia Enterobacteriaceae (E. coli, Klebsiella spp.,
Proteus spp.) y P. aeruginosa. Con la quimioterapia intensiva ha aumentado la
probabilidad de que los pacientes portadores de tumores sélidos mueran de infecciones

y no de la enfermedad de base'™*

. En nuestro estudio el mayor numero de aislamientos
correspondian a pacientes con neoplasias solidas (11pacientes de 45) seguido de los

pacientes con problemas cardiacos (7 pacientes de 45).

En un estudio realizado por Sotto y cols.'® no observa que exista mayor riesgo de
resistencia en un E. coli de ITU nosocomiales que ITU de pacientes ambulatorios, lo

. 118
mismo observa Olesen y cols.

en las bacteremias debido a E. coli de adquisicién
nosocomial 0 comunitaria. Sin embargo Perrin y cols.'*®, quienes estudian pacientes
hospitalizados en un hospital geriatrico, observan que la tasa de resistencia para
amoxicilina-acido clavuldnico, ofloxacino y cotrimoxazol en cepas de E. coli
responsables de ITUs nosocomiales fue mucho mas alto que en cepas responsables de
ITUs adquiridas en la comunidad. Ademas observaron utilizando un modelo de
regresion logistica que haber tenido una ITU previa durante el afio anterior era el factor
mas comun de riesgo para tener resistencia a los diferentes antibidticos estudiados. En
esta Tesis este Gltimo parametro no fue evaluado, y tampoco se puede predecir sobre la
importancia de adquisicion nosocomial o ambulatoria excepto por el niimero de
aislamientos ya sea intrahospitalario (31 pacientes) o extrahospitalario (16 pacientes).
La mayoria de las salas de hospitalizacion fueron la de neurologia (6 casos) y la de
cirugia general (6 casos). Pero si consideramos que la sala de cirugia general es una sala
transitoria donde el paciente permanece durante algunas horas y analizando cada caso
nos encontramos que 5 de los 6 pacientes a los que se les solicitd el estudio
microbioldgico (4 urocultivos y un drenaje subfrénico) tenian como enfermedad de base
una neoplasia es decir procedian de la sala de oncologia, y el otro era una insuficiencia
cardiaca; entonces la sala de oncologia en una reevaluacion es la sala donde se aisla

mayor nimero de cepas con BLEAs.
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Es un hecho que se esta produciendo un envejecimiento progresivo de la poblacion y de
alli el mayor numero de patologias observables en este grupo. Segun estadistica de las
Naciones Unidas entre los afios 1950-2025 la poblacién mundial se duplicara, mientras
que el numero de personas mayores de 60 afios se multiplicaran por 5. En Espafia se
calcula que los menores de 14 afios pasaran del 20,2% existente en 1950 al 19,4% en el
2001, mientras que los mayores de 65 afios pasaran del 7,2% al 15,1% en el mismo

periodo de tiempo'”’.

Con la edad hay modificaciones involutivas de los o6rganos, alteraciones del sistema
inmune con disminucién de las funciones de los linfocitos T y de la inmunidad celular,
asi como problemas nutricionales. Las infecciones son mas frecuentes en este grupo de
edad, son mas insidiosas y se complican con la presencia de otras enfermedadess''>. De
la misma forma en esta Tesis las cepas portadoras de BLEAs o cefamicinasas fueron
aisladas en su gran mayoria de pacientes mayores a 60 afios. Se han observado
frecuentemente en los ultimos afios brotes de cepas multiresistentes provenientes de
orina en las residencias donde viven ancianos, asi entre diciembre de 1997 y marzo de
1999, en un Hospital de Israel, se observaron 97 cepas de E. coli con sensibilidad

disminuida a C3G'".

De otro lado la frecuencia de las ITUs esta influida de forma importante por la edad,
sexo y determinadas situaciones propias de cada paciente. Asi entre las mujeres
mayores de 60 afios la posibilidad de tener ITU es de 20%, mientras que los hombres de
esa edad solo la presentan en un 10%, y esto aumenta en pacientes hospitalizados, sobre
todo portadores de sondas. Entre marzo y agosto de 1994 se observo un brote, de E. coli
portadores de BLEA en el departamento geriatrico de un hospital frances, que causo
ITU en seis pacientes de dicha unidad, asi mismo se comprob6 por estudio del hisopado
rectal que los mismos eran portadores de dichas cepas hasta mucho después del brote,
asi como otros pacientes que no mostraron signos de infeccion, esto se comprobd por

ribotipado™®.

Por otro lado no es de extranar que en nuestro estudio se hallan mas mujeres que

hombres (30 mujeres mayoritariamente >60 afios versus 16 hombres mayoritariamente
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entre 45 y 60 afios), ya que en general después de los 75 afos las mujeres son en
promedio dos veces mas numerosas que los hombres. Ademads en el inicio de la vejez,
hacia los 65 afos, en los hombres son mas numerosos los canceres y las enfermedades
cardiovasculares (la cardiopatia isquémica) que en las mujeres®. La interaccion de
enfermedades cronicas y de cambios fisiologicos asociados a la edad facilita la
transmision en los hospitales por la alta tasa de infecciones endémicas. La alta
frecuencia de infeccion resulta en el uso intensivo antimicrobiano. Todo esto contribuye
a un aumento de cepas con resistencia antimicrobiana entre los pacientes de los

hospitales'".

Entre las enfermedades generales que facilitan con mayor frecuencia las infecciones
oportunistas estan la diabetes, la cirrosis y las neoplasias malignas, generalmente estas
ultimas por la granulopenia acompaiiante. La infeccion oportunista més frecuente en los
pacientes con factores predisponente son la ITU, la infeccion de heridas (quirurgicas,
traumaticas y quemaduras), infecciones respiratorias (intubados) y la peritonitis
(perforacion intestinal). Muchas personas con factores predisponentes generales estdn
sondadas o intubadas por lo que presentan ademas asociados, factores predisponentes

locales.

Visto el panorama general es importante recalcar algunos casos como los tres pacientes
portadores de BLEAs y tres pacientes portadores de cefamicinasas, los cuales se

discutiran en los siguientes parrafos.

Del paciente A, de las que 5 cepas se describieron en el punto 2.1 de resultados, se
estudiaron solamente dos cepas (1365-D y 1401-D). Aunque los criterios para tomar
solo una de la cuatro primeras cepas aisladas, se refieren Uinicamente a su perfil de
inhibicion y al punto isoeléctrico, criterios que son clinicamente vélidos y los que
interesan en este estudio, es posible que en términos de secuencia de aminoacidos o
nucledtidos, la identidad de las b-lactamasas de las cuatro cepas no sea exactamente

igual.
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Dicho paciente, es una nifia de 7 afios con diagnostico, un afio antes, de leucemia aguda
mieloblastica; con periodos de hospitalizacion en el ltimo afio entre 5 dias y 1 mes,
periodos en los cuales ha recibido profilaxis antimicrobiana, ha tenido urocultivos
negativos, hemocultivos positivos con E. coli, Streptococcus del grupo “viridans” y
Micrococcus y también tres meses antes hematuria persistente. El1 26/03/99 se procede
a extraccion de medula osea, por eso antes de este ingreso tiene profilaxis antibidtica de
10 dias con cefixime oral (17/03/99 al 27/03/99). El 06/05/99 se procede al transplante
autdlogo de medula osea y se da profilaxis 21 dias con cotrimoxazol y norfloxacino
oral, ademas de fluconazol y aciclovir oral (07/05/99 al 28/05/99). Por febricula, a pesar
de tener urocultivo negativo se empieza tratamiento de 9 dias con amicacina oral y
ceftazidima mas vancomicina endovenosa (10/05/99 a 19/05/99) y 2 dias con miconazol
oral (17/05/99 al 18/05/99). El 28/05/99 se tiene el primer urinocultivo positivo para E.
coli portador de TEM-12, por esta razon, ademas de la febricula persistente
(hemocultivos seriados negativos) se reinstaura amicacina y ceftazidima mas
vancomicina endovenosa del 28/05/99 al 07/06/99. El 07/06/99 se retiran los
antibioticos, la fiebre cede y a partir del 10/06/99 se observa una recuperacion medular
progresiva. El 15/06/99 se le vuelve aislar en otro urocultivo E. coli portador de TEM-
12, se da 12 dias cotrimoxazol mas amoxicilina-acido clavulanico oral (14/06/99 al
26/06/99). La paciente esta afebril pero el 26/06/99 se aisla en otro urocultivo E. coli
con TEM-12, entonces se cambia la terapia por 11 dias de cefotaxima endovenosa
(26/06/99 al 07/07/99). Se hace urocultivo de control el dia 01/07/99 y es negativo, a
pesar de ello se continua con la cefotaxima porque es dificil saber si el urocultivo es
negativo por el tratamiento antibidtico a que estd sometida o porque ya se a
negativizado el cultivo. El 08/07/99 se vuelve hacer otro urocultivo y es negativo, pero
en el urocultivo del dia 09/07/99 se vuelve aislar otro E. coli con TEM-12, entonces se
vuelve a cambiar la terapia por ceftriaxona endovenosa 6 dias (09/07/99 a 15/07/99) y
ademas del 15/07799 al 22/07/99 se da nitrofurantoina, al final del tratamiento se hace

un nuevo urocultivo y es negativo, se da de alta.
Durante dos meses la paciente estuvo en casa so6lo con controles ambulatorios. El

30/09/99 se hace urocultivo de control y es negativo. Por fiebre persistente, se ingresa la

paciente, se vuelve a dar profilaxis antibidtica 10 dias ciprofloxacino (03/10/99 a
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13/10/99), el urocultivo es negativo, se toma hemocultivo se instaura 3 dias con
ceftazidima endovenosa mas cotrimoxazol oral (03/10/99 al 06/10/99). El hemocultivo
es positivo se aisla un E. coli sensible a todo excepto al cotrimoxazol, se cambia la
terapia por 4 dias de ceftriaxona endovenosa mas gentamicina (06/10/99 al 10/10/99).
Del 18/10/99 al 27/10/99 se instaura terapia con meropenem endovenoso, el dia
26/10/99 se aisla de otro urocultivo un E. coli portador de TEM-10, se sigue 10 dias de
cefixima oral (27/10/99 a 07/11/99). El 10/11/99 se hace urocultivo de control es

negativo.

En un estudio retrospectivo realizado en nifios hospitalizados y ambulatorios en un
hospital pediatrico en Canada entre 1992-94'® establece como algunos factores de
riesgo de aislar cepas de E. coli resistentes en ITU, tener entre 2 y 6 afios, haber
recibido tratamiento antimicrobiano £ a 6 meses, haber tenido hospitalizacion previa,
tener una enfermedad crdonica de base, tener algiin dafio en el tracto genitourinario y
tener hospitalizacion previa de < de 1 afio. Todos estos factores de riesgo mas o menos

se dan en la paciente estudiada por nosotros.

Dado su estado de deficiencia inmunitaria por la enfermedad de base de la paciente A,
se establecen pautas profilacticas, destinadas a evitar la colonizacion y reducir la flora
enddgena, ya que esta es la causa de mas del 80% de las bacteriemias en infecciones en
estos pacientes, por ello el uso de la vancomicina, aunque se ha observado que pueden
producir un gran impacto sobre la flora coldnica, favoreciendo la colonizacién por
bacilos gramnegativos procedentes del medio hospitalario'®. Otro tipo de profilaxis
utilizada en esta paciente es la del cotrimoxazol junto con el norfloxacino y también el
ciprofloxacino junto con un antifiungico como el fluconazol y también el uso de un
antivirico como el aciclovir. Estos antimicrobianos actuan selectivamente sobre la flora

aerobia y respetan la flora entérica anaerobia.

A pesar de que es considerado que las bacterias con BLEAs tipo TEM o SHV no se
pueden tratar con C3G e incluso desde hace varios afios las normativas dadas por la
NCCLS sefialan que todos los b-lactamicos deben ser dados como resistentes, aunque

en el test in vitro alguno sea susceptible, se tiene documentado que organismos
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portadores de BLEAs que parecen resistentes a unas C3G pero susceptibles a
cefotaxima in vivo puede resultar efectivo el tratamiento con este antimicrobiano,
aunque es importante tener en cuenta el efecto de la dosis y la concentracion en el sitio

de infeccion™®.

En el caso de nuestra paciente A, el tratamiento con cefotaxima resulto infructuoso, en
cambio si fue mas efectivo, en una primera etapa con el E. coli portador de TEM-12 el
tratamiento con ceftriaxona, para la cual la cepa era sensible (CIM 1 pg/mL)"*'%,
ademas de la nitrofurantoina, un antiséptico urinario cuyo mecanismo de accidon no es
muy bien conocido pero que es efectivo gracias a su biodisponibilidad elevada 90%, ya

que mas del 90% de E. coli permanecen susceptibles a este antimicrobiano” .

La cefixima, una C3G oral cuya principal bondad es la de poseer una vida media mayor
que las otras C3G®, fue administrada después del meropenem endovenoso y

seguramente esto ayudo a eliminar al E. coli productor de TEM-10.

Las dos muestras del paciente B, fueron de diferente origen (orina y exudado esternal);
sin embargo, se considerdé sélo una cepa, ya que el patrén de resistencia y el pl de
ambas fueron iguales, de tal forma que presumiblemente el paciente estuvo colonizado
por una unica cepa. Esto explicaria aislados tan similares en dos fluidos diferentes. En
el paciente C, se aislaron tres cepas, una de orina, otra de sangre y otra un hisopado
rectal, considerandose para este estudio so6lo una cepa, por similares razones a las

explicadas para el paciente B.

El uso de profilaxis antibiotica en estos pacientes aumenta la probabilidad de
seleccionar microorganismos resistentes en un hospital, y si el tubo digestivo de estos
pacientes es colonizado, se convierte en el reservorio a partir del cual ascienden para
causar infecciones urinarias. Asi en el caso del paciente B, una paciente de 64 afios,
sometida a una cirugia cardiaca (by pass), profilaxis antibidtica con cefazolina y
gentamicina, con 17 dias de internamiento antes de la aparicion de la ITU y de la
infeccion de herida esternal, se aisld un E. coli productor de CTX-M-9. En el caso del

paciente C, donde también se aislo un E. coli productor de CTX-M-9, s6lo se sabe que
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es un paciente de 87 afios, con cardiopatia isquémica, quien ingreso por fractura de
femur 22 dias antes en el Hospital de Jaén, pero no consta el tratamiento antibidtico
recibido alli, y dos dias después de su ingreso a nuestro hospital se les aisla el E. coli en
la orina y sangre, y luego en un hisopado rectal, al tercer dia; cabe recalcar que en este
paciente el entorno donde se halla el gen que codifica para una b-lactamasa compatible
con CTX-M-9, en ambas muestras, es diferente que en el resto de cepas de E. coli
productoras de esa b-lactamasa. En resumen, en ambos pacientes probablemente, el

origen del agente infeccioso es su reservorio intestinal.

Durante el trienio 1997-99 se encontraron 3 cepas productoras de cefamicinasa CMY-2.
La cepa S. enterica serovar Mikawasima (170-Ma) se aisl6 en las heces de una nifia de 5
afos, que acudio a urgencias de pediatria por presentar un cuadro de gastroenteritis
aguda, que no requirié hospitalizacidon y tampoco consta tratamiento antimicrobiano,

por lo que se supone su remision sin necesidad de instaurar un tratamiento.

La cepa de P. mirabilis productora de CMY-2 (89-Hb), se encontrd en una paciente de
87 anos internada el 09/09/99 por pseudoartrosis séptica por fractura supracondilea de
fémur derecho (el 20/02/99), con una cardioangioesclerosis como enfermedad de base.
Ademas en 1998 sufrido una fractura pertrocanterea de fémur derecho y no tiene
deambulacion hace afio y medio aproximadamente. Se le pauta profilacticamente desde
el 09/09/99 al 16/09/99 ceftazidima y amicacina endovenosa. Se realizan cultivos de la
protesis infectada y se aisla Acinetobacter baumannii y Staphylococcus aureus, se
instaura del 16/09/99 al 29/10/99 imipenem endovenoso. El 29/10/99 se aisla en el
exudado de la herida postquirargica una cepa de P. mirabilis productora de CMY-2, por
lo que se decide aislamiento de la paciente y seguir con la antibioticoterapia especifica
de imipenem. El 10/12/99 se negativiza el cultivo por lo que se suspende el antibidtico y

se retira el aislamiento de la paciente.

La otra cepa productora de CMY-2 fue encontrada en un hemocultivo positivo para K.
pneumoniae (175-Fb). El paciente tenia 70 afos y fue internado por haber sufrido un
accidente vascular cerebral con fractura de cadera. Como enfermedad de base

presentaba un quiste renal derecho. Ingresa el 20/10/99, y desde esa fecha se da
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amoxicilina-acido clavuldnico oral hasta el 28/10/99. Debido al aislamiento de S. aureus
en un hemocultivo se cambia de pauta desde el 04/11/99 al 22/12/99 por cloxacilina oral
y desde el 05/11/99 al 09/11/99 se agrega gentamicina endovenosa y a partir del
12/11/99 al 30/01/00 rifampicina oral. El 20/12/99 se aisla K. pneumoniae portador de
CMY-2 de un hemocultivo, por probable sepsis por cateter. A partir del 23/12/99 se
instaura ciprofloxaxino endovenoso hasta el 30/01/00, fecha en que se suspende el

antibiotico por tener cultivos de control desde el 03/01/00 negativos.
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Las conclusiones de este estudio son las siguientes:

1) Se ha constatado que de las 13,800 enterobacterias aisladas, en el Hospital de la
Santa Creu i Sant Pau entre 1997 y 1999, el numero de cepas portadoras de BLEAs y
cefamicinasas son 35 cepas de Escherichia coli que representa el 0,45% del total de
cepas de E. coli estudiadas, 9 cepas de Klebsiella pneumoniae que representa el 1,83%
del total de K. pneumoniae, 2 cepas de Salmonella enterica que representa el 0,11% del
total de S. enterica y 1 cepa de Proteus mirabilis que representa el 0,11% del total de
cepas de P. mirabilis estudiadas, por lo que su incidencia aun puede considerarse muy

baja.

2) Las b-lactamasas de espectro extendido detectadas en Escherichia coli han sido
CTX-M-9 en 27 cepas, SHV-2 en 6 cepas, TEM-10 en 1 cepay TEM-12 en 1 cepa; en
Klebsiella pneumoniae se ha detectado SHV-2 en 8 cepas y en Salmonella enterica

CTX-M-9 en 1 cepa.

3) De los datos expuestos se constata un predominio en nuestro medio de la CTX-M-9
que por otro lado ha aumentado con respecto a periodos anteriores pasando en
Escherichia coli del 0,08% en el periodo 1994-1996 al 0,45% en los afios evaluados en

este estudio, lo que representa un incremento del quintuplo entre ambos periodos.

4) La seleccion con cefotaxima, en 21 cepas productoras de b-lactamasa compatible con
CTX-M-9 o SHV-2, permitio observar en 11 de ellas un incremento de 4 a 9 veces en
la expresion de esas enzimas, lo que justifica la no utilizacion de estos antimicrobianos

en clinica a pesar de que sus valores de CIM sean bajos.
5) Hemos detectado por primera vez en nuestro ambito la presencia de cefamicinasas

plasmidicas, concretamente de la CMY-2, en tres cepas de las siguientes especies:

Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica y Proteus mirabilis
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6) En los pacientes infectados por estas enterobacterias, la infeccion del tracto urinario
fue la localizacion mds frecuente significando el 73% de los casos, el 61% de los
pacientes tenia mas de 60 afios, el 80% eran mujeres y la enfermedad de base

predominante en estos pacientes fue la neoplasia sélida.

7) La incidencia global de enterobacterias productoras de b-lactamasas de espectro
extendido y cefamicinasas plasmidicas en el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, ha
sido del 0,48%. Ello supone un aumento respecto al trienio anterior 1994-96 y donde la
incidencia fue del 0,14%, lo cual es importante tenerlo en cuenta para la vigilancia y

estudio de las mismas.

8) En este periodo, no se evidenci6 ningun brote epidémico intrahospitalario (H. de Sant
Pau) causado por estos microorganismos, ya que no hubo relacion ni en el tiempo ni en

el espacio, entre las cepas portadoras de las b-lactamasas implicadas, presentando

ademas serogrupos y biotipos diferentes.
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