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Las enterobacterias productoras de betalactamasas

de espectro extendido (BLEE) no sélo son resistentes a los
compuestos hidrolizados por estas enzimas, sino que

con frecuencia presentan mecanismos adicionales que las
hacen resistentes a cefamicinas, combinaciones de
betalactamicos con inhibidores de betalactamasas e
incluso carbapenemes. Las alteraciones de la permeabilidad
y la produccién de betalactamasas adicionales (incluidas las
enzimas tipo AmpC y carbapenemasas) suelen ser las
causas de esta resistencia incrementada a betalactamicos.
La disminucién de la permeabilidad como causa de
resistencia se ha estudiado con mayor detalle en Klebsiella
pneumoniae, organismo en el que la pérdida de las 2
porinas principales, OmpK35 y OmpK36, causa resistencia a
cefoxitina e incremento en la resistencia a diversos
betalactamicos y a otras familias de compuestos.

Aunque no se conocen con detalle las causas de la pérdida
de las porinas, se ha demostrado que para OmpK36

ello se relaciona con alteraciones estructurales del gen
codificador, en especial su interrupcion por una secuencia
de insercion. Las tasas de resistencia a quinolonas,
aminoglucésidos y cotrimoxazol también son mayores

en las cepas que producen BLEE que en las que carecen de
BLEE. La resistencia a quinolonas en cepas productoras

de BLEE es multifactorial; intervienen en ella alteraciones
en las topoisomerasas similares a las observadas en cepas
sin BLEE, disminucién de la permeabilidad, expresion

de bombas de expulsion activa, y produccion de proteinas
mediadas por plasmidos de la familia Qnr (QnrA, QnrB,
QnrS) o de la acetilasa AAC(6)-Ib-cr. La resistencia a
aminoglucoésidos suele estar relacionada con la produccion
de diferentes enzimas modificadoras de aminoglucdsidos,
codificadas por genes incluidos en integrones. También los
integrones contienen genes causantes de resistencia a
sulfamidas y a trimetoprim (implicados en la resistencia

a cotrimoxazol) y en ocasiones a tetraciclinas.
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Association of ESBL with other resistance mechanisms

Extended-spectrum beta-lactamases (ESBL)-producing
enterobacterias, in addition to being resistant to the
compounds hydrolyzed by these enzymes, frequently
present other mechanisms causing resistance to
cephamyecins, beta-lactam plus beta-lactamase inhibitor
combinations and even carbapenems. The usual cause

of this increased resistance to beta-lactams is altered
permeability and production of additional beta-lactamases
(including AmpC-type enzymes and carbapenemases).
Decreased permeability as a cause of resistance has been
studied in greatest detail in Klebsiella pneumoniae. In this
species, simultaneous loss of the two major porins,
namely OmpK35 and OmpK36, leads to cefoxitin resistance
and increased resistance to several beta-lactams and other
families of antimicrobial agents. Although the precise
mechanisms involved in porin loss are poorly
characterized, for OmpK36 this loss has been
demonstrated to be related to structural alterations in the
corresponding encoding gene, particularly interruption by
insertion sequences. Resistance to quinolones,
aminoglycosides and co-trimoxazole is also more common
among ESBL-producing strains than in strains lacking
these enzymes. Resistance to quinolones is multifactorial
and is dependent on topoisomerase alterations similar

to those found in organisms lacking ESBLs, decreased
permeability, increased efflux, and production of plasmid-
mediated proteins of the Qnr family (QnrA, QnrB, QnrS),
and AAC(6')-Ib-cr acetylase. Resistance to aminoglycosides
is usually related to the production of distinct
aminoglycoside-modifying enzymes encoded by integron-
borne genes. Integrons also contain genes coding for
resistance to sulfamides and trimethoprim (involved in
co-trimoxazole resistance) and sometimes tetracycline
resistance genes.

Key words: Enterobacteria. Extended-spectrum
beta-lactamases. Aminoglycoside-modifying enzymes.
Porins. Efflux pumps. Qnr. Topisomerases.

Introduccion

Las cepas productoras de betalactamasas de espectro
extendido (BLEE) suponen un grave problema terapéutico
porque ademds de ser resistentes a la gran mayoria de be-
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TABLA 1. Actividad in vitro de varios antimicrobianos frente a cepas de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae productoras de BLEE

en Espana*
E. coli (n=170) K. pneumoniae (n = 70)
Antrimicrobiano
CIM,, (ng/l) Cepas sensibles, % CIM,, (ng/l) Cepas sensibles, %

Cefoxitina 16 76,5 8 94
Cefotetan 2 98 0,5 98,5
Amoxicilina-acido clavulanico 32/16 69 32/16 40
Piperacilina-tazobactam 128/4 85/4 >1.024/4 74/4
Imipenem 0,125 100 0,25 100
Meropenem <0,06 100 <0,06 100
Amicacina 2 93,5 16 91
Gentamicina 1 66 > 128 33
Tobramicina 1 65 32 38,5
Ciprofloxacino 4 37,5 2 88,5
Cotrimoxazol 304/16 25 608/32 40

BLEE: betalactamasas de espectro extendido; CIM,,: concentracion minima inhibitoria del 90%.

*Adaptado de Hernandez et al?.

talactamicos presentan altas tasas de resistencia a anti-
microbianos de otras familias®.

A titulo orientativo, en la tabla 1 se recogen de forma re-
sumida los datos de actividad in vitro procedentes de un
estudio multicéntrico en Espafia (en el que participaron 40
hospitales) sobre Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae
productoras de BLEE2®. Como puede observarse, la totali-
dad de las cepas evaluadas fueron sensibles a los 2 carba-
penemes estudiados y mas del 90% lo fueron también a
amicacina. Puede observarse que algunas cepas de K.
pneumoniae y casi la cuarta parte de las de E. coli eran re-
sistentes a cefoxitina. Queda también patente el alto gra-
do de resistencia a otros aminoglucésidos (méas en K.
pneumoniae), quinolonas (més en E. coli) y cotrimoxazol.
Desde el punto de vista cualitativo, estos resultados no
difieren significativamente de lo que se ha descrito en es-
tudios similares*S.

Otros trabajos, en los que directamente se han compa-
rado las tasas de sensibilidad o de resistencia de cepas
que producen y que no producen BLEE, confirman la
idea que las cepas productoras son mas resistentes a di-
versos grupos de antimicrobianos que las cepas sensibles.
Este hecho queda patente en las tablas 2, 3 y 4, donde se
recoge informacién de nuestro pais y de otras zonas ge-
ograficas?*$.

Las causas de estas altas tasas de resistencia son mul-
tiples, tanto desde el punto de vista bioquimico como gené-

tico. Los mecanismos implicados pueden ser consecuencia
de mutaciones o de reorganizaciones cromosémicas (alte-
raciones de la permeabilidad, produccién de enzimas de
codificacién cromosémica) o de la presencia de otros genes
de resistencia incluidos en el pldsmido que codifica la
BLEE, o incluso en otros plasmidos que se encuentren en
el mismo microorganismo. Con cierta frecuencia estos ge-
nes vehiculados por plasmidos se encuentran en transpo-
sones e integrones.

Alteraciones de la permeabilidad
y resistencia a betalactamicos

La cefoxitina y otras cefamicinas no son hidrolizadas por
las BLEE, por lo que, en teoria, estos compuestos repre-
sentarian una opcion para el tratamiento de las infeccio-
nes producidas por cepas que producen estas enzimas!.
Sin embargo, varios estudios han demostrado que, en K.
pneumoniae, la cefoxitina puede seleccionar (tanto in vivo
como in vitro) mutantes resistentes que carecen de las 2
porinas principales’.

Las porinas son proteinas triméricas de la membrana
externa de los bacilos gramnegativos, con estructura de
laminas beta, que forman canales para la penetracion
inespecifica de compuestos hidréfilos (incluidos muchos

TABLA 2. Actividad in vitro de varios antimicrobianos frente a cepas de enterobacterias productoras y no productoras de BLEE

en el estudio SMART en Espaiia*

% de cepas sensibles

Especie, n

Piperacilina-Tazobactam Amicacina Tobramicina Ciprofloxacino Cefoxitina

Klebsiella spp.

BLEE, 12 25,0 91,7 50,0 50 91,7

No BLEE, 141 95,7 100 97,9 94,3 95,7
Escherichia coli

BLEE, 37 83,8 94,6 83,8 59,5 81,1

No BLEE, 534 96,1 99,8 92,9 79,6 94,6
Enterobacter spp.

BLEE, 5 40,0 100 80,0 80,0 0

No BLEE, 92 81,5 100 100 94,6 9,8

BLEE: betalactamasas de espectro extendido.
*Adaptado de Baquero et al*.
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TABLA 3. Actividad in vitro de varios antimicrobianos frente a cepas de enterobacterias productoras y no productoras de BLEE

en el estudio SMART a nivel mundial*

% de cepas sensibles

Especie, n
Piperacilina-Tazobactam Amicacina Tobramicina Ciprofloxacino Cefoxitina

Klebsiella pneumoniae

BLEE, 101 37,6 69,3 30,7 44,6 59,4

No BLEE, 598 95,0 99,2 96,3 91,1 90,1
Escherichia coli

BLEE, 235 78,7 84,3 37,9 31,1 62,2

No BLEE, 2.385 96,8 99,0 90,9 82,4 93,5
Enterobacter cloacae

BLEE, 55 30,9 69,1 34,6 41,8 3,6

No BLEE, 285 80,4 98,6 94,0 91,2 7,0
E. aerogenes

BLEE, 9 66,7 77,8 44 33,3 5,9

No BLEE, 69 80,9 100 92,7 89,7 11,1

BLEE: betalactamasas de espectro extendido.
*Adaptado de Paterson et al®.

antimicrobianos)®. En la cepa de laboratorio de E. coli K-
12 se han descrito dos porinas principales OmpF y OmpC,
de las que en K. pneumoniae se conocen sendos homélo-
gos, OmpK35 y OmpK36, respectivamente®!?. En
Salmonella enterica (con excepcion del serovar Typhi) y
en Enterobacter hay una porina adicional, OmpD, con
propiedades similares a OmpF y OmpC. Por el contrario,
en Proteus spp., Providencia spp. y Morganella morganii
parece que s6lo se produce una porina principal, aunque
realmente hay muy pocos estudios con estos tltimos mi-
croorganismos?l.

Las enterobacterias poseen, ademas, poros especificos
como LamB (para maltosa y derivados) y PhoE (especifica
para fosfato), cuyo papel en la resistencia no se conoce con
suficiente detalle. Se ha descrito que PhoE podria estar re-
lacionada con la resistencia de K. pneumoniae a carbape-
nem?2. LamB se expresa en medio Mueller-Hinton (con al-

midén, un polimero de la maltosa), pero se desconoce si
esa expresion tiene alguna influencia en el grado de resis-
tencia que se observa en comparacioén con otros medios
donde esa porina especifica no es aparente.

Muchas enterobacterias contienen también genes que
codifican porinas menores (NmpC y OmpN de E. coli,
OmpK37 de K. pneumoniae...)'*'*. Estos genes estdn so-
metidos a un estricto control, por lo que las correspondien-
tes proteinas no se expresan, o lo hacen en tan bajo grado
que no suelen detectarse cuando el microorganismo crece
en las condiciones habituales de laboratorio. Su papel en
la resistencia también es poco conocido.

El microorganismo en el que mejor se ha estudiado la
contribucién de la pérdida de las porinas a la resistencia
es K. pneumoniae. En las cepas en las que no existen me-
canismos adicionales de resistencia, la pérdida aislada de
las dos porinas OmpK35 y Ompk36 no aumenta la resis-

TABLA 4. Actividad in vitro de varios antimicrobianos frente a cepas de enterobacterias productoras y no productoras de BLEE

en el estudio SENTRY a nivel mundial*

% de cepas sensibles

Especie, n
Piperacilina-Tazobactam Amicacina Tobramicina Ciprofloxacino Cefoxitina

Klebsiella spp.

BLEE, 92 40 89 16 49 30

No BLEE, 158 99 99 97 97 91

CXM-R, 16 74 75 50 63 63
Escherichia coli

BLEE, 70 71 86 14 16 11

No BLEE, 535 99 100 96 93 71

CXM-R, 40 73 100 40 20 28
Enterobacter spp.

BLEE, 47 43 94 43 68 36

CXM-NR, 24 100 100 100 100 100

CXM-R, 52 71 94 85 85 75
Proteus spp.

BLEE, 40 90 98 15 10 5

CXM-NR, 41 100 100 85 83 66

CXM-R, 20 100 95 70 60 25
Global®

BLEE, 312 60 89 25 41 30

CXM-NR, 929 99 99,9 91 92 77

CXM-R, 287 85 96 68 65 595

*Adaptado de Schwaber et al®.

2No se incluyen en la tabla datos referidos a Providencia sp., Citrobacter spp., Serratia spp. o Morganella sp.
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TABLA 5. CIM (ug/l) de betalactamicos frente a dos pares de cepas clinicas de Klebsiella pneumoniae productoras de BLEE

que expresan 0 no porinasa

Cepa | BLEE | OmpK35 | OmpK36 | Cefoxitina | Cefotaxima | Imipenem | Meropenem
LB3 SHV-5 — + 4 4 0,25 NE
LB4 SHV-5 — — 128 64 0,25 NE
CSUB10S SHV-2 — + 2 4 0,125 0,03
CSUBI10R SHV-2 — — 128 512 0,5 4

BLEE: betalactamasas de espectro extendido; CIM: concentracién minima inhibitoria; NE: no evaluado.

tencia a betalactamicos, fluoroquinolonas, aminoglucési-
dos, tetraciclinas o cloranfenicol, como tampoco ocurre si
se pierde la capsula o el antigeno O del lipopolisacarido's.
Si la cepa expresa una betalactamasa eficiente y se pier-
den las 2 porinas simultdneamente, aumentan las concen-
traciones inhibitorias minimas [CIM] de betalactamicos,
pero no de otros compuestos”®.

Las cepas de K. pneumoniae que no producen BLEE
suelen expresar tanto Ompk35 como OmpK36, pero las ce-
pas que producen BLEE habitualmente expresan una sola
porina (con frecuencia OmpK36)'°. Se ha sugerido que la
ausencia de OmpK35 en estas cepas puede ser uno de los
factores que contribuyan a la mayor resistencia de las ce-
pas BLEE a antimicrobianos no betalactdmicos y a favore-
cer la seleccion de mecanismos adicionales de resistencia,
en particular a la pérdida completa de porinas.

La pérdida (o la modificacién) de las porinas en cepas
de K. pneumoniae productoras de BLEE causan resisten-
cia a cefoxitina y contribuyen al aumento de la resistencia
a otros betalactamicos (tabla 5)7. Indirectamente, este me-
canismo también contribuye a una mayor resistencia a
fluoroquinolonas. No estd claro si la pérdida de porinas
también es la causa de la resistencia a otra cefamicina, ce-
fotetan. En un estudio in vitro con 12 cepas de K. pneu-
moniae deficientes en Ompk35 y Ompk36 y productoras
de BLEE, para las que la CIM de cefoxitina fue > 32 ug/1
en todos los casos, las CIM de cefotetan fueron < 16 ng/l
para 11 de ellas?®.

Al expresar la porina OmpK36 en cepas de K. pneumo-
niae BLEE positivas deficientes en las dos porinas princi-
pales (mediante la introduccién de un plasmido que con-
tiene el gen correspondiente), se revierte la resistencia a
cefoxitina y se disminuye la resistencia a oximino- cefa-
losporinas (tabla 6). Ocurre algo similar al expresar, con
la misma metodologia, la porina OmpK35, y en ese caso
las reducciones observadas fueron incluso mayores que
las obtenidas con la expresion de OmpK36 (tabla 6): entre
4 y 8 veces para cefepima, cefotetan, cefotaxima y cef-

triaxona, y hasta 128 veces para ceftazidima. La produc-
cion de OmpK35 en una cepa que ya expresa Ompk36
s6lo disminuye, a lo sumo, la CIM de los betalactamicos
una dilucién, si se toma como referencia los valores que
corresponderian a la cepa que sélo produce OmpK351718,
Esto hace pensar que (al menos en K. pneumoniae) la pro-
duccién de una de las 2 porinas es suficiente para asegu-
rar la penetracion de betalactamicos (y, presumiblemen-
te, de otros compuestos) y que, como se habia inferido
inicialmente, la resistencia a cefoxitina y el aumento de
la resistencia a oximino-cefalosporinas requiere la pérdi-
da simultdnea tanto de OmpK35 como de OmpK36 (ta-
bla 3).

Los carbapenemes son activos frente a las cepas pro-
ductoras de BLEE, incluso en la gran mayoria de los casos,
frente a las que carecen de porinas, y para muchos autores
son el tratamiento de eleccién en infecciones graves por ce-
pas BLEE positivas.

Estudios in vitro en K. pneumoniae sugieren que la pér-
dida de las porinas apenas si tiene algin efecto en la acti-
vidad de imipenem, pero afecta moderadamente a la de
meropenem. Atn asi, como en términos cuantitativos el
efecto sobre meropenem es pequerio, las CIM de este car-
bapenem suelen seguir por debajo del punto de corte de
resistencia. Se ha descrito una cepa clinica de K. pneu-
moniae productora de SHV-2 y deficiente en OmpK35 y
OmpK36 para la que las CIM de imipenem y de merope-
nem fueron, respectivamente, de 8 y 16 ug/l. También en
cepas deficientes en porinas en las que se introdujo un
plasmido que codifica SHV-2 se ha visto una disminucién
de la actividad in vitro de imipenem y meropenem (en
particular, al emplear un in6culo elevado, de 107 ufc/ml)!".
Estudios mas recientes sugieren que la pérdida de las po-
rinas puede afectar a la actividad in vitro de ertapenem,
pero aun se dispone de poca informacion al respecto y se
desconoce el potencial de este compuesto para seleccio-
nar mutantes deficientes en porinas. Es posible que las
cepas sin porinas productoras de BLEE y resistentes a er-

TABLA 6. CIM (ug/l) de betalactamicos frente a cepas clinicas y de laboratorio de Klebsiella pneumoniae con diferente expresion

de OmpK35 y OmpK36
Cepa | Porina Cefoxitina Cefotaxima Imipenem Meropenem
CSUB10S OmpK36 2 4 0,125 0,03
CSUBI10R Ninguna 128 512 0,5 4
CSUB10R pSHA25 OmpK36 2 4 0,25 0,03
CSUB10R pSHA16 OmpK35 1 0,5 0,125 0,03
CSUB10S pSHA16 OmpK35 1 1 0,125 0,03
OmpK36

BLEE: betalactamasas de espectro extendido; CIM: concentracién inhibitoria minima.
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tapenem contengan otros mecanismos de resistencia que
aun no han sido definidos con precisién. En cepas de labo-
ratorio sin porinas en las que se expresaron diferentes
BLEE (diversas enzimas SHV, algunas enzimas TEM o
CTX-M-5 0 CTX-M-14), se ha comprobado!® que las CIM
de ertapenem oscilaron entre 4 y 16 ng/l. También se han
descrito algunas cepas clinicas de K. pneumoniae resis-
tentes a ertapenem, en particular en pacientes que han
sido tratados previamente con este compuesto; estas ce-
pas son deficientes en porinas y expresan enzimas del
grupo CTX-M-12%2!, Aunque en estos casos las CIM de
otros carbapenemes son mas bajas, se estd planteando, a
pesar de ello, cierta controversia sobre el uso de ertape-
nem para el tratamiento de las infecciones por cepas pro-
ductoras de BLEE.

Algunos autores opinan que este compuesto ejerceria
menor presion selectiva sobre Acinetobacter baumannii o
Pseudomonas aeruginosa (dada su escasa actividad fren-
te a estos no fermentadores), pero otros consideran que el
compuesto, precisamente por esa menor actividad, podria
activar mecanismos de resistencia que finalmente afec-
tarian también a otros carbapenemes.

La sobreexpresion de OmpK37 en una cepa de K.
pneumoniae deficiente en OmpK35 y OmpK36 disminuye
las CIM tanto de imipenem como de meropenem, pero
como esta proteina se expresa en cantidades minimas o in-
detectables en condiciones naturales, resulta complejo co-
nocer cudl es su verdadera importancia en la resistencia
del microorganismo a los dos carbapenemes!.

Los mecanismos genéticos implicados en la pérdida de
porinas no han sido aclarados completamente. En E. coli
el gen marA causa simultdneamente una pérdida de
OmpF y un incremento en la expresion de la bomba de ex-
pulsién activa AcrAB-TolC?2. Muchas enterobacterias po-
seen un andalogo de marA y genes similares a los que re-
gulan su expresién en E. coli?’. Ademas, la pérdida de la
porina OmpK36 en K. pneumoniae se relaciona con la in-
terrupcion del correspondiente gen por una secuencia de
insercién, y con menor frecuencia por mutaciones puntua-
les o deleciones en OmpK36%4.

A diferencia de lo que se sabe en relacién con las altera-
ciones de la permeabilidad por pérdida de porinas en K.
pneumoniae productoras de BLEE, disponemos de muy
poca informacién sobre cepas clinicas de E. coli producto-
ras de BLEE. Esta situacién puede parecer un tanto pa-
raddjica, porque si se conocen con detalle aspectos estruc-
turales, funcionales y de regulacion de las porinas en la
cepa de laboratorio E. coli K-12.

El consenso habitualmente aceptado es que la pérdida
de OmpF y OmpC en cepas de E. coli aumenta el grado
de resistencia a betalactamicos cuando existe una beta-
lactamasa eficiente, como se ha demostrado para K.
pneumoniae?®?%, Sin embargo, los perfiles de porinas de
las cepas clinicas de E. coli que producen BLEE sélo son
similares a los de la cepa K-12 en una minoria de casos?’,
y ademéds en esta especie, la resistencia a cefoxitina no
guarda una buena relacién con el patrén de porinas, pro-
bablemente porque en ese fenotipo intervienen directa-
mente otros mecanismos (AmpC cromosémica, bombas
de expulsién activa) que hasta ahora no han sido ade-
cuadamente explorados.

La importancia de las alteraciones de la permeabilidad
en otras enterobacterias que producen BLEE (Enterobacter,
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Serratia) no se ha estudiado con suficiente detalle hasta
ahora. Es de esperar que la situacién sea similar a la que
se ha descrito para K. pneumoniae y E. coli, y para cepas
de la misma especie que carecen de BLEE.

Otros mecanismos implicados
en la resistencia a betalactamicos

El fenotipo de resistencia causado por BLEE puede es-
tar enmascarado por la expresion de otras betalactamasas
en la misma cepa. Ello no sé6lo tiene implicaciones te-
rapéuticas, sino que también puede interferir con la detec-
ci6on de BLEE en el laboratorio, incluso cuando se utilizan
métodos de referencia®.

Las tasas de resistencia a amoxicilina-dcido clavulanico
y a piperacilina-tazobactam en enterobacterias producto-
ras de BLEE han sido muy diversas, aunque en la précti-
ca totalidad de los estudios realizados siempre se ha reco-
nocido un nimero significativo de cepas resistentes. Es
posible que algunas de estas diferencias se deban, més
alla de mecanismos adicionales, al propio tipo de BLEE.
Por ejemplo, las enzimas de la familia CTX-M se suelen
inhibir mas facilmente con tazobactam que con acido cla-
vuldnico, y por ello en este grupo en concreto las tasas de
resistencia a piperacilina-tazobactam suelen ser menores
que las de amoxicilina-4cido clavuldnicol.

En un estudio de 1994% sobre cepas de K. pneumoniae
aisladas en unidades de cuidados intensivos de hospitales
europeos productoras de BLEE, la tasa de resistencia a pi-
peracilina-tazobactam alcanz6 el 30% (aunque con impor-
tantes variaciones geograficas). Esta tasa crecié hasta el
61% cuando el estudio se repitié en 1997-1998%°. Los auto-
res sugieren la posibilidad de que esta resistencia se rela-
cione con la existencia de BLEE que se inhiben poco por
tazobactam, o por la coexistencia de mecanismos adiciona-
les. La practica totalidad de las de K. pneumoniae produc-
tores de BLEE expresan SHV-1 o un enzima relacionada,
y muchas cepas de E. coli productoras de BLEE producen
ademdas TEM-1. La hiperproduccién de estas enzimas (a
veces en asociacion con alteraciones de la permeabilidad)
puede ocasionar resistencia a combinaciones de betalacta-
micos con inhibidores de betalactamasas?®!, pero realmen-
te, el papel relativo de cada una de estas posibilidades no
Sse conoce con precision.

Existen multiples estudios sobre la produccién de BLEE
en enterobacterias que contienen una AmpC cromosémica
desreprimible. Esta situacién se ha descrito en Enterobacter
spp., Citrobacter freundii y Serratia marcescens.

La produccién de BLEE compromete la utilidad clinica
de cefepima, que en muchos casos presenta buena activi-
dad in vitro frente a cepas similares que carecen de BLEE.
La hiperproduccién de AmpC en esos casos también en-
mascara la deteccién de la BLEE empleando la metodo-
logia habitual, basada en el empleo de discos de cefotaxi-
ma y ceftazidima con y sin acido clavulanico, por lo que
muchos autores sugieren el empleo de cefepima, con y sin
acido clavulédnico, para detectar el fenotipo BLEE. La pér-
dida de porinas en estas cepas acaba por ocasionar fenoti-
pos de resistencia cuyas bases no llegan a establecerse con
facilidad en las condiciones habituales de trabajo del la-
boratorio clinico.
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Tomando como prototipo de esta situacién a Enterobacter,
en esta especie se han descrito muy diversos tipos de
BLEE, tanto de la familia TEM como de la SHV y de la
CTX-M. En varios paises europeos (incluida Esparnia) se
han identificado cepas epidémicas de E. aerogenes pro-
ductoras de enzimas tipo TEM, en particular TEM-243%34,
Se han descrito también en nuestro pais cepas de
Enterobacter productoras de TEM-27, SHV-12 y de CTX-
M-10% (datos personales no publicados).

Las betalactamasas plasmidicas de clase C se han des-
crito fundamentalmente en K. pneumoniae, P. mirabilis, S.
enterica y E. coli, pero también en algunas cepas que pose-
en la variante cromosémica de AmpC (Enterobacter...)%.
Como la mayoria de estas cepas con AmpC plasmidica no
posee el gen regulador ampR, la expresion de la enzima
es similar a la que tiene lugar en la desrepresién de AmpC
cromosémica. Cuando la expresién de la enzima AmpC
plasmidica coincide en el mismo microorganismo con la
de una BLEE, el fenotipo obtenido es complejo, y afecta a
la préactica totalidad de los betalactamicos, incluidos, en
ocasiones, los carbapenemes. Este fenotipo puede recordar
al de la asociaciéon de BLEE con una pérdida de permea-
bilidad de 1a membrana externa. Es dificil diferenciar am-
bas situaciones atendiendo sélo a la actividad de antimi-
crobianos, pero se han propuesto diversos métodos en los
que el empleo de inhibidores de AmpC (cloxacilina, deri-
vados del 4cido borénico) facilita el reconocimiento de la
BLEE16,37,38_

Se conocen, igualmente, cepas productoras que combi-
nan la produccion de BLEE y de carbapenemasas de cla-
ses A o B (GES-3y SHV-12, GES-7 méas VIM-2; IBC-1 més
VIM-2). Como ejemplo de la complejidad que puede supo-
ner el estudio de las betalactamasas en aislados clinicos,
se han descrito recientemente en un hospital de Tunez ce-
pas de K. pneumoniae que producen simultdneamente
CTX-M-15, TEM-1, SHV-1, la enzima de clase C CMY-4 y
la metalobetalactamasa VIM-4. Los microorganismos eran
resistentes a todos los betalactdmicos, incluido imipenem,
y tenian una sensibilidad disminuida a meropenem (CIM
de 2 mg/l). Ademéas VIM-4 formaba parte de un integrén
que también contenia genes de resistencia a aminoglucé-
sidos y trimetoprim?’.

Resistencia a quinolonas

Muiltiples estudios, incluidos los ya resefiados con ante-
rioridad, han indicado que las cepas productoras de BLEE
son, con mas frecuencia, resistentes a quinolonas que las
que carecen de estas enzimas. En otro estudio publicado
en 2000 sobre bacteriemia por K. pneumoniae en 12 hospi-
tales de 7 paises, un 5,5% (25/452) de los casos estuvo pro-
ducido por cepas resistentes a ciprofloxacino, y de ellas el
60% producia una BLEE, frente a un 16% de cepas sensi-
bles a ciprofloxacino que expresaban BLEE; en conjunto,
el 18% de las cepas evaluadas productoras de BLEE eran
resistentes a ciprofloxacino®’. Igualmente, en un estudio
en 15 hospitales de Brooklyn, EE.UU., sobre enterobacte-
rias productoras de BLEE, las tasas de resistencia a qui-
nolonas fueron del 50% para K. pneumoniae, del 5% para
E. coli y del 11% para P. mirabilis*'. En Israel, la resis-
tencia a ciprofloxacino en 312 cepas de enterobacterias

productoras de BLEE fue del 59%, en comparacion con ci-
fras del 8 al 35% para cepas no productoras de estas enzi-
mas. Estas cifras fueron atin mas llamativas para E. coli y
P. mirabilis, donde la tasa de resistencia entre las cepas
productoras de BLEE fue de 84 y el 90%, respectivamente®.

La resistencia a quinolonas en cepas productores de
BLEE puede estar en relacién con el tipo de enzima consi-
derada y con el microorganismo que alberga la enzima. En
un reciente estudio en Italia sobre betalactamasas de la
familia CTX-M, la resistencia a ciprofloxacino en cepas de
E. coli que producian CTX-M-1 (35), CTX-M-15 (64) y
CTX-M-32 (4) fueron del 46, el 98 y el 100%, respectiva-
mente, mientras que todas las cepas de K. pneumoniae
evaluadas (3 con CTX-M-1, 5 con CTX-M-15 y 2 con CTX-
M-32) fueron sensibles a ciprofloxacino®2.

Otro hallazgo interesante deriva de los resultados de
un estudio multicéntrico francés sobre cepas productoras
de BLEE. En él, el 73,8 y el 66,2% de las cepas de E. coli
que producen CTX-M eran resistentes a acido nalidixico y
ciprofloxacino, respectivamente, frente al 51,1 y el 42,6%
de resistencia para estos dos agentes en cepas que pro-
ducian BLEE de las familias TEM o SHV*,

Es posible, incluso, que la asociacién entre produccién
de BLEE y la existencia de mecanismos de resistencia a
quinolonas sea aun mayor de la que se ha publicado, pues
en muchos estudios la definicién de resistencia a fluoro-
quinolonas se realiza siguiendo los criterios del CLSI, que
establece puntos de corte excesivamente altos, que difi-
cultan el reconocimiento de cepas con una dnica mutacién
en gyrA o con un mecanismo de bajo grado de resistencia
mediado por plasmidos. Por ejemplo, en Bélgica se han
descrito cepas de Salmonella enterica serovar. Virchow
que producen CTX-M-2 y, en todos los casos, sensibilidad
reducida a ciprofloxacino, con CIM de este compuesto en-
tre 0,5y 1 ng/1*4.

La expresion de OmpK35 o, en menor medida, de
OmpK36 en K. pneumoniae productora de BLEE y defi-
ciente en ambas porinas disminuye la CIM de fluoroqui-
nolonas (asi como de tetraciclinas y cloranfenicol)!"8, Esta
observacion se realizé en cepas que, ademads, tenian alte-
raciones en el gen gyrA y era mucho mas manifiesta para
las quinolonas menos activas (con muy poca repercusion
sobre clinafloxacino), por lo que, como para otras situacio-
nes, la pérdida de las porinas contribuye maés a la resis-
tencia a quinolonas cuando el microorganismo posee me-
canismos adicionales de resistencia.

Las cepas de K. pneumoniae productoras de BLEE eli-
minan activamente quinolonas con mas frecuencia que las
cepas que carecen de estas enzimas*. En este mismo sen-
tido, el mecanismo de eliminacién activa también es mas
frecuente en cepas completamente deficientes en porinas
(el 70% de las cepas) que en las cepas que expresan pori-
nas (9,3%). Como las cepas sin porinas casi sélo se recono-
cen entre cepas BLEE, una de las explicaciones de la ma-
yor tasa de resistencia a quinolonas en estas cepas es la
frecuente asociacién en éstas de alteraciones de la perme-
abilidad y de expresion de bombas de expulsién activa.

En 1998 se describié una cepa de K. pneumoniae aislada
en EE.UU. con un pldsmido que contiene el gen gnrA*¢,
implicado en resistencia de grado bajo a quinolonas por un
mecanismo de proteccién de la diana. Este hallazgo ofreci6
una nueva explicacién a la corresistencia entre betalacta-
micos y quinolonas en enterobacterias. El gen gnrA se ha
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descrito en varios entornos genéticos, pero en general, se
encuentra asociado al elemento ISCR1 (previamente cono-
cido como orf513) formando parte de un integrén complejo,
que también puede contener otros genes de resistencia. El
aislamiento inicial de K. pneumoniae con qnrA producia la
betalactamasa plasmidica FOX-5, y con posterioridad se
identificaron algunas otras cepas que también expresaban
simultaneamente qnrA y una betalactamasa plasmidica
de clase C. Poco después se comprobé la presencia del gen
en cepas productoras de BLEE; desde entonces se han des-
crito cepas productoras de BLEE y QnrA en multiples lo-
calizaciones geograficas. Esta asociacién se ha descrito
para las familias SHV (SHV-5, SHV-7, SHV-12) y CTX-M
(CTX-M-1, CTX-M-9, CTX-M-14), en diferentes especies,
incluidas K. pneumoniae, E. coli, C. freundii, E. cloacae y
Salmonella enterica*?°¢. También se ha encontrado una
asociacién entre QnrA y VEB-1 en distintas especies de
enterobacterias con integrones de clase 1 procedentes del
Sudeste asiatico, Europa y América del Norte®>5?. Global-
mente, al evaluar la presencia de QnrA en cepas producto-
ras de BLEE se han observado grandes diferencias, desde
menos del 1% en Espana hasta el 4% en un hospital de
Paris, e incluso un 48% en cepas del Sudeste asiatico.

Se han descrito varios alelos de gnrA, y otros 2 genes,
gnrS 'y gnrB (también con distintas variantes), que codifi-
can proteinas relacionadas con QnrA, que también son
capaces de ocasionar resistencia plasmidica a quinolonas
de bajo nivel.

El gen gnrB se descubri6 en una cepa de K. pneumoniae
de la India que producia CTX-M-15, y también se ha iden-
tificado en este mismo pais en cepas clinicas de la misma
especie que producian SHV-12, y en cepas de Citrobacter
koseri, E. cloacae, y E. coli procedentes de EE.UU. produc-
toras de SHV-12%. En otro estudio reciente, se han identi-
ficado varias cepas de S. enterica que contienen plasmidos
conjugativos con variantes de gnrB; en una de las cepas
(serovar Mbandaka) el plasmido también codificaba SHV-
30%°. Los genes gnrB también son plasmidicos, asociados
con frecuencia a Orf1005, y a veces a Orf513 y a otros ge-
nes de origen cromosémico de funcién no determinada.

El gen gnrS se identificé inicialmente en una cepa de
Shigella flexneri que no produce BLEE. Con posterioridad
se ha descrito en otras enterobacterias, en particular en E.
cloacae, en Espafia, que ocasionalmente producen SHV-126,

En cepas de E. coli procedentes de Shangai se ha descrito
una acetilasa, codificada por el gen aac(6’)-Ib-cr, que causa
resistencia de grado bajo a las quinolonas que contienen un
grupo piperacinico (ciprofloxacino, norfloxacino), asi como a
algunos aminoglucésidos (kanamicina, tobramicina, amica-
cina)®l. El gen en cuestion es una variante poco frecuente
(hasta donde se sabe) de aac(6)-1b, del que se diferencia en
tan sélo dos bases. El gen que codifica esta acetilasa especial
también se ha identificado en EE.UU., donde se ha detecta-
do en un 28% de 313 cepas de enterobacterias resistentes a
ceftazidima®?, y en Portugal, en cepas de E. coli que produ-
cen CTX-M-15 (junto con OXA-1y TEM-1)%.

Resistencia a aminoglucoésidos

Como en el caso de las quinolonas, las cepas productoras
de BLEE son con maés frecuencia resistentes a amino-
glucésidos que las cepas no productoras. Como puede
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apreciarse en las tablas 1 a 4, las tasas de resistencia sue-
len ser menores a amicacina que a otros aminoglucésidos
de uso clinico habitual.

Ya se ha comentado la importancia del gen aac(6)-1b-cr
en la resistencia combinada a aminoglucésidos y a quino-
lonas. En otros estudios se ha evaluado también la pre-
sencia de genes que codifican enzimas modificadoras de
aminoglucésidos (EMA) en cepas BLEE, aunque el name-
ro de publicaciones sobre este tema es comparativamente
mucho menor que el referido al de las bases genéticas de la
producciéon de BLEE.

Uno de los primeros estudios sobre EMA en cepas pro-
ductoras de BLEE se realiz6 en Espafia en 199254 con ce-
pas procedentes de dos centros hospitalarios de Madrid.
Empleando una metodologia basada en el analisis fenoti-
pico y en el ensayo de deteccion de la modificacién del ami-
noglucésido con un soporte de fosfocelulosa, se observé
una tasa alta de resistencia a aminoglucésidos: el 84%
para gentamicina y tobramicina, el 78% para netilmicina,
el 65% para estreptomicina y kanamicina, el 57% para es-
pectinomicina y el 19% para amicacina. Entre las 78 cepas
productoras de SHV-2 se detectaron EMA en el 98,7%; las
enzimas mas prevalentes fueron AAC(3)-II, APH(3”),
AAD(3”), AAC(6)-1 y AAC(3)-V. Las 42 cepas productoras
de enzimas TEM producian EMA; las mas frecuentes fue-
ron AAC(3)-1I, APH(3”), AAD(3”), APH(3)-I, AAC(3)-V y
AAD(2”). La mayoria de estas enzimas se cotransferian
con la BLEE en ensayos de conjugacién o transformacion.

Sin embargo, y con posterioridad, en muchos estudios, el
andlisis de las EMA en cepas BLEE positivas se ha reali-
zado de un modo indirecto, determinando la presencia de
integrones que, con frecuencia, son los vehiculos de los ge-
nes que codifican este tipo de enzimas. Siguiendo esta
aproximacion, se ha descrito en Australia que el 65% de 50
cepas de Klebsiella spp. productoras de SHV-12 contenian
el gen aadB (resistencia a gentamicina, tobramicina y ka-
namicina), y en un 61% de ellas (40% del total de cepas
evaluadas) también se detectaba aadA2 (resistencia a es-
treptomicina y espectinomicina)®. Este hallazgo es similar
al observado en Holanda, donde en cepas de K. pneumoniae
productoras de SHV-5 se detectaron los genes aadB (83%)
y aadA2 (27%)%. Los plasmidos implicados en la disemi-
nacion de estas resistencias contienen, con frecuencia, co-
pias de la secuencia de insercién IS26 por delante del gen
SHYV, por lo que tal vez este elemento mévil esta implicado
en la creacion de islas de resistencia en las que se facilita
la integracion de genes de resistencia.

En otro estudio en Chile con cepas de K. pneumoniae
productoras de BLEE, las tasas de resistencia a amicacina
y gentamicina fueron del 65 y el 47%, respectivamente, y
los principales genes encontrados fueron los que codifican
AAC(6’)-Ib (69%) y AAC(3)-11a (36%), y en menor medida
ANT(3”)-Ia, APH(3)-1a%.

Se han descrito metilasas que producen una metilacion
postranscripcional del ARNr, causante de una disminu-
cion de la afinidad por la diana de los aminoglucésidos del
grupo de las deoxiestreptaminas con sustituciones 4,6 (ar-
becacina, amicacina, tobramicina y gentamicina). Algunas
cepas de E. coli y de K. pneumoniae productoras de BLEE
de la familia CTX-M poseen genes armA o rmtB, que codi-
fican estas metilasas®59,

En un estudio con 34 cepas de enterobacterias proce-
dentes de diferentes paises con un fenotipo compatible con
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la produccién de CTX-M, se detecté armA en 12 casos,
siempre en relaciéon con CTX-M-3 codificadas por plasmidos
de los grupos de incompatibilidad IncL/M. El gen formaba
parte de un transposén Tn1548 que también contenia ge-
nes de resistencia para estreptomicina-espectinomicina
[ant(3”)9], sulfamidas (sull) y trimetoprim (dfrXII)". Esta
asociacién entre CTX-M-3 y la presencia de armA en plas-
midos Incl/M también se ha observado en otro estudio en
Bélgica, en el que se evaluaron cepas de enterobacterias
con un grado alto de resistencia a gentamicina, tobramici-
nay amicacina’.

En un estudio en Corea del Sur sobre bacterias gram-
negativas resistentes a amicacina o arbecacina se detecto
armA en 14 cepas de K. pneumoniae y en otras 10 cepas de
enterobacterias, y el gen rmiB en una cepa de K. pneumoniae.
En la mayoria de estas cepas (19/24) la prueba del doble
disco para deteccién de BLEE fue positiva®; muchas de las
cepas eran resistentes a quinolonas y producian también
una betalactamasa de clase C.

Resistencia a otros antimicrobianos

Los elementos moéviles que codifican BLEE también
pueden contener genes de resistencia para, entre otros, co-
trimoxazol y tetraciclinas.

Los integrones de clase 1 de las cepas BLEE positivas
incluyen un gen de resistencia a sulfamidas en su region
comun, y ademads pueden portar diferentes genes de resis-
tencia a trimetoprim. Se ha realizado un estudio en Ma-
drid” en el que se evalué la presencia de integrones en ce-
pas clinicas de E. coli productoras de BLEE aisladas
durante un periodo de 12 anos, asi como en cepas no pro-
ductoras de BLEE y en cepas aisladas de voluntarios sa-
nos. Se identificaron integrones de clase 1 en el 60% de las
cepas clinicas de BLEE, en el 40% de las cepas no BLEE y
en el 26% de las cepas obtenidas de voluntarios. Por lo que
se refiere a integrones de clase 2, se identificaron en el 13,
el 12 y el 18% de esos mismos grupos de cepas. Se consi-
gui6 la transferencia del integrén junto con el gen que co-
dificaba la BLEE en cepas con integrones de clase 1y
CTX-M-9/14 (95%), SHV (33%) o TEM (23%); por el con-
trario, no hubo una transferencia conjunta de los dos ele-
mentos cuando se trataba de los integrones de clase 2. En
conjunto, se identificaron 7 tipos de integrones de clase 1y
3 de clase 2. Los integrones de clase 1 contenian siempre
alguna EMA (aadA1, aadA2, aadA5 o aac(6)-1b) y con fre-
cuencia determinantes de resistencia a trimetoprim, in-
cluidos dhfrAl, dhfrA12 y dhfrA17. También se identifico
dhfrA1 en uno de los tipos de integrones de clase 2.

En cepas de S. enterica serovar. Livingstone identificadas
en Tanez y productoras de SCTX-M-27 se ha identificado un
integron de clase 1 con el gen dfrA21, causante resistencia
a trimetoprim, y vehiculado por un plasmido de 90 kb™.

La deteccién de genes de resistencia a tetraciclinas en
cepas productoras de BLEE esta pobremente documenta-
da. La informacién disponible procede, fundamentalmen-
te, de datos de secuencias de elementos méviles que codifi-
can BLEE. La secuenciaciéon completa del pldasmido
pC15-a, identificado en una cepa multirresistente de E.
coli productora de CTX-M-15 en Toronto (Canada), ha de-
mostrado la presencia de una regién de multirresistencia
que contiene transposones o copias parciales de transposo-
nes y 5 copias de IS26. En esa region se incluyen los ge-

nes que codifican, ademas de CTX-M-15, OXA-1, TEM-1,
el gen de resistencia a tetraciclinas tetA y los genes de re-
sistencia a aminoglucésidos aac(6’)-1b y aac(3)-11. Este
plasmido se encontré también en otras cepas multirresis-
tentes aisladas en Canadéa y guarda cierta similitud con
pCTX15, encontrado previamente en la India, y con otros
plasmidos de multirresistencia descritos en cepas de Fran-
cia 'y Senegal™.

La fosfomicina representa una opcién terapéutica para ce-
pas BLEE en determinadas situaciones clinicas™. En un es-
tudio sobre 428 aislados (290 E. coli y 138 K. pneumoniae),
la tasa de resistencia a este compuesto fue del 0,3% en E.
coli y del 7,2% en K. pneumoniae. No se han realizado es-
tudios especificos sobre las causas de la resistencia a fos-
fomicina en cepas BLEE positivas, aunque se ha comuni-
cado que la frecuencia de resistencia es mayor en
microorganismos hipermutadores que producen BLEE™.
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