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RESUMEN: El mecanismo mas comun de resistencia bacteriana a antibisticos f-lactimicos en enterobacterias es la produccion
de b-lactamasas. Existe una amplia diversidad molecular de p-lactamasas cuyas actividades sobre los distintos sustratos son
también variables. La mayoria de estas enzimas, de distribucién cosmopalita, son adquiridas por el microorganismo. La seleccion
de cepas con multirresistencia a antibidticos B-lactamicos (generalmente debido a la presencia de p-lactamasas de espectro
extendido, BLEES) y la prevalencia de las f-lactamasas involucradas estin determinadas, en parte, por el uso racional e incluso
muchas veces innecesario de ciertos antibiticos en una region establecida. En este articulo se realizd una revision de las -
lactamasas adquiridas descriptas en distintas enterobacterias, haciendo especial mencion de las enzimas prevalentes en
Argentina y paises limitrofes.
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SUMMARY: Acquired p-lactamases in enterobacteria isolated in argentina. Di Conza, J.; Radice, M.; Gutkind, G. The most
common mechanism of bacterial resistance to f-lactam antibiotics in enterobacterial species is i-lactamase production, There is
a broad molecular diversity of B-lactamases with variable activity on different substrates. Many of these enzymes are acquired by
microorganism. The selection of strains multiresistant to p-lactams (generally due to extended spectrum p-lactamases, ESBL)
and the prevalence of B-lactamases are determined, in part, by the rational or unnecessary use of certain antibiotics in a particular
region. In this review, the f3-lactamases acguired in different enterobacterial species were analyzed, with special attention to
enzymes prevalent in Argentina and neighbouring countries.
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Consideraciones generales

El mecanismo més comun de resistencia
bacteriana a los antibiéticos B-lactamicos en las bac-
terias Gram negativas es la produccion de B-
lactamasas, las cuales hidrolizan el enlace amida
del anillo B-lactdmico. Se han descripto més de 200
enzimas asociadas a fenotipos de resistencia bien
caracterizados.

La localizacion periplasmica de estas enzimas
en los microorganismos Gram negativos resulta ven-
tajosa, ya que pequenas cantidades de enzima pro-
ducidas pueden ser suficiente para hidrolizar el anti-
bidtico que logra atravesar la membrana externa,
confiriéndole resistencia (1).

Los genes que codifican para las B-lactamasas
pueden encontrarse en el cromosoma bacteriano o
en plasmidos. Asi, la presencia de genes de resis-
tencia en pldsmidos u otros elementos genéticos
méviles, permite que estos genes se transfieran a
bacterias relacionadas (o no) filogenéticamente, ya
Sea por conjugacion, transformacion o transduccion
(1-4).

Muchas fB-lactamasas codificadas en el
cromosoma bacteriano, como las cefalosporinasas
AmpC de las enterobacterias, son tipicamente
inducibles. Sin embargo, en muchas especies, pue-
den ocurrir mutantes con hiperproduccién perma-
nente (desreprimidas) de [-lactamasas
cromosomicas (5). Las B-lactamasas codificadas
en plasmidos son producidas, en general, en mayor
cantidad que las cromosémicas. Hay muchos ejem-
plos de f-lactamasas plasmidicas que guardan es-
trecha relacién con las enzimas cromosomicas
(AmpC) de algunas bacterias como Enterobacter spp.
y Citrobacter spp. Es probable que todas las B-
lactamasas codificadas en plasmidos tengan origen
cromosomal aunque el microorganismo de origen,
en muchos tipos de enzimas, permanece alin desco-
nocido (6).

Es frecuente la produccion simultanea de mul-
tiples B-lactamasas, ya que si bien casi todas las
especies producen una (3-lactamasa cromosomica
caracteristica, la adquisicién de una enzima
plasmidica adicional es un mecanismo frecuente
para incrementar los niveles de resistencia y el ran-
go de antibidticos afectados (1,7,8).
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Lo cierto es que la utilizacion de estos agentes
en forma masiva y en muchos casos innecesaria es
actualmente el principal factor de seleccion de ce-
pas resistentes.

f-Lactamasas plasmidicas

Una de las secuelas importantes que produjo
la introduccion de los B-lactdmicos de amplio es-
pectro (aminopenicilinas y cefalosporinas clasicas)
fue la diseminacion de (3-lactamasas mediada por
plasmidos. TEM-1, considerada como la B-lactamasa
de amplio espectro (BLEA) tipo, fue la primer -
lactamasa de localizacion plasmidica descripta en
las bacterias Gram negativas (9). La localizacion del
gen codificante en un pladsmido lo suficientemente
“promiscuo” y/o en un transposon, ha determinado
su diseminacion alcanzando una frecuencia entre 20-
60% en los aislamientos de enterobacterias, depen-
diendo de la especie y la region (1). Mas adn, TEM-1
no solo se ha detectado en la mayoria de las
enterobacterias, sino también en aislamientos de
Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae,
Pseudomonas spp. y Vibrio cholerae (1,10).

Otras BLEA de localizacién plasmidicas como
SHVY-1, TEM-2 y OXA-1, han sido también recupera-
das de enterobacterias pero TEM-1 es al menos 10
veces mas prevalente que el resto. TEM-1, SHV-1y
la mayoria de las B-lactamasas plasmidicas perte-
necen a la clase molecular A de Ambler, en cambio
0XA-1 pertenece a la clase molecular D (1,11,12).

Amediados de la década del ‘80, comienza una
nueva amenaza contra los B-lactémicos de ultima
generacion (cefalosporinas modernas), debido a la
emergencia de f-lactamasas de espectro extendido
(BLEE), con capacidad de hidrolizarlos. La primera
de estas enzimas, SHV-2, se encontrd en una cepa
de Klebsiella ozaenae, aislada en 1983 en Alemania
(10,11,13).

Independientemente de la afinidad en particu-
lar por los sustratos a hidrolizar o de la clase mo-
lecular a la que pertenezcan, la mayoria de las BLEES
de importancia clinica estan codificadas en
plasmidos; s6lo unas pocas estan localizadas en el
cromosoma (14).

Enla actualidad, se han descripto més de 150
BLEEs diferentes. Estas B-lactamasas, presentes en
todo el mundo, han sido recuperadas de la mayoria
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de las enterobacterias y Pseudomonas aeruginosa
(10). Un gran nimero de BLEEs contienen serina en
su sitio activo, un PM de aproximadamente 29 kDa,
pertenecen ala clase A de la clasificacion de Ambler
y al grupo 2be de Bush et af (12,15). Usualmente se
definen como B-lactamasas capaces de hidrolizar
oximino-cefalosporinas y que, en general, son
inhibidas por dcido clavulanico. No resultan activas
frente a cefamicinas y la mayoria de las cepas que
las expresan son susceptibles a cefoxitina y cefotetan
(cefalosporinas de segunda generacion) (10).

La mayoria de las BLEEs se originaron por
mutaciones en los genes que codifican las clasicas
TEM-1, TEM-2 y SHV-1. Si bien en general los cam-
bios no superan los cuatro amindcidos al comparar-
las con su antecesor, éstos son suficientes para
remodelar el sitio activo y ampliar el perfil de
sustratos a drogas antes no hidrolizables (11,16-18).
Actualmente hay mas de 100 B-lactamasas deriva-
das de TEM y més de 50 de SHV, las cuales son
comunmente recuperadas de Escherichia coli y
Klebsiella pneumoniae (10), TEM-3, originalmente
reportada en 1989, fue la primer B-lactamasa deri-
vada de TEM que presentd el fenotipo de BLEE (19).
Sin embargo se han descripto tambien enzimas deri-
vadas de TEM que resultan resistentes a los
inhibidores (TRI) y no son capaces de hidrolizar
cefaloporinas modernas (20,21). Las enzimas deri-
vadas de SHV, hasta el momento presentan el fenotipo
BLEE y son inhibidas por inhibidores clasicos, ex-
cepto una Unica variante de SHV resistente a los
inhibidores (SHV-10) (13).

Se han descripto otras B-lactamasas clase A
no derivadas de la familia TEM y SHV. Un ejemplo
importante es la enzima PER-1 detectada por prime-
ravez en P aeruginosa (aislada en Turquia) y halldn-
dose luego en algunas enterobacterias (1,10). Una
enzima similar, PER-2, se ha descripto en Argentina.
Ambas son especialmente activas sobre ceftazidima
y ceftibuten (22). Otras BLEES exdticas han apareci-
do en una Unica ocasidn como por ejemplo las
enzimas FEC, FPM y FUR encontradas en Japén (1) u
otras gue tienen poca relacion con las BLEEs
descriptas, como es el caso de GES-1 (10).

Asi también se han reportado muchas enzimas
de espectro extendido derivadas de OXA-2 y —10.
Las enzimas tipo-OXA constituyen otra familia de
BLEEs en crecimiento y pertenecen a la clase

molecular Dy al grupo 2d (12,15). Esta familia con-
fiere resistencia a ampicilina y cefalotina, se carac-
teriza por su elevada actividad hidrolitica de oxacilina
y cloxacilina, y son muy poco inhibidas por el cido
clavulanico (10,23).

La secuencia de amino4cidos de las B-
lactamasas derivadas de TEM, SHV y OXA, (incluidas
las CTX-M, ver mas adelante), se encuentran anali-
zadas en la pagina web: http://www.lahey.org/
studies/webt.htm

Recientemente, se han reportado varios ¢asos
de enzimas AmpC codificadas en plasmidos, en ais-
lamientos de E. coli, Enterobacter spp. y Kiebsiella
spp. A modo de ejemplos podemos citar a las enzimas
ACT-1, BIL-1, CMY-1, -2 y -3, FOX-1, -2, -3, LAT-1, -2,
MIR-1, y MOX-1 (1,6). Incluso, este tipo de enzimas
se han hallado en cepas de Salmonella, género don-
de hasta el momento no se ha descripto la presencia
de AmpC cromosomicas. Es el caso del plasmido
pSAL-1 que porta el gen que codifica para la enzima
DHA-1 con su regulador ampR (B-lactamasa AmpC
inducible de Morganella morganii) presente en
Salmonelfa Enteritidis (6,24),

Cefotaximasas

Una nueva familia de enzimas, las B-
lactamasas tipo CTX-M (cefotaximasas), son BLEEs
inhibibles por el 4cido clavuldnico y tazobactam,
pertenecientes al grupo 2be de la clasificacion de
Bush, y ala clase molecular A de Ambler (10,25).

Esta familia de enzimas muestra una eficiente
hidrélisis de las oximino-cefalosporinas y dentro de
ellas preferentemente sobre cefotaxima (de ahi la
designacion) y sobre ceftriaxona. Sin embargo, es-
tas enzimas hidrolizan ceftazidima con una baja efi-
ciencia catalitica. Asi, los aislamientos clinicos o
las cepas de laboratorio productoras de CTX-M pre-
sentan altos niveles de resistencia a cefotaxima,
ceftriaxona y aztreonam pero sélo tienen efectos
moderados 0 minimos sobre la concentracion
inhibitoria minima de ceftazidima (10,25).

La primer B-lactamasa CTX-M (CTX-M-1/MEN-
1) fue caracterizada en una cepa de £. colj aislada en
pacientes de Alemania e Italia (26,27). Esta crecien-
te familia de enzimas actualmente comprende mas
de 30 miembros y todas ellas muestran una identi-



264

dad entre el 77 al 99% en su secuencia de
aminodcidos (10,28).

El estudio filogenético de la familia CTX-M mues-
tra cinco subgrupos principales: el subgrupo CTX-M-
1, que incluye CTX-M-1, -3, -10, -11,~12, -15, -22, -
23y -28; el subgrupo CTX-M-2, que incluye CTX-M-2,
-4,-5, -6,-7,-20y Toho-1; el subgrupo CTX-M-8 (con
un tnico miembro hasta el momento); el que podria
llamarse subgrupo CTX-M-9, que incluye CTX-M-9, -
13,-14,-16,-17, -18,-19,-21, -24, -27 y Toho-2; y el
denominado subgrupo CTX-M-25 que incluye CTX-
M-25y-26 (2,10,25,29).

Todas estas de enzimas muestran un 40% o
menos de identidad con las familias de B-lactamasas
TEM o SHV lo cual sugiere que las B-lactamasas tipo
CTX-M, no estarian relacionadas con ninguna de esta
2 familias. Recientemente se encontré que hay un
alto grado de homologia entre las B-lactamasas
cromosémicas de Kluyvera spp. y las BLEEs tipo
CTX-M. Asi, la relacion entre la B-lactamasa
cromosomica KLUA-1 de Kluyvera ascorbata (N°
Acceso: AJ272538, EMBL, database) y CTX-M-2 es
del 93% de identidad en su secuencia de amino4cidos
(29,30).

Los genes de las B-lactamasas CTX-M estdn
generalmente localizados en pldsmidos, aunque una
enzima tipo Toho-1 ha sido localizada en el
cromosoma. E. coliy S. Typhimurium son las espe-
cies donde mas frecuentemente se ha descripto la
produccion de esta familia de B-lactamasas (25,29).

Las cepas productoras de las enzimas tipo CTX-
M son endémicas de Latinoamérica, Japon y algu-
nas dreas de Europa del este (10,25). Ademds, se
han reportado aislamientos de enterobacterias pro-
ductoras de B-lactamasas tipo CTX-M en otros pai-
ses como Francia, Espania, Kenia y Grecia (10,28,31-
34).

Breve reseiia de las BLEE en Argentina

Si bien los primeros reportes de B-lactamasas
con capacidad de hidrolizar a las cefalosporinas de
espectro extendido surgieron en Europa a mediados
de la década de los '80, su aparicion en nuestro pais
fue recién a fines de esa década.

En 1987 se analizaron los primeros aislamien-
tos de Klebsiella pneumoniae productores de BLEE,
causantes de sepsis neonatal, asociadas a fracasos
terapéuticos. En uno de los casos se describi6 la
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presencia de una enzima de tipo SHV (Rossi et a/,
1990, Il Congreso Internacional de SADEBAC, abstr.
B35) mientras que en el otro se detectd la presencia
de una enzima de pl 6,6 no identificada (Rossi et al,
1980, Il Congreso Internacional de SADEBAC, abstr.
B34).

En 1989 se describi el primer aislamiento de
Salmonella Agona resistente a cefotaxima en el Hos-
pital “Sor Maria Ludovica" de La Plata. Este patron
de resistencia se extendio rapidamente a otros pun-
tos de Buenos Aires y se recuperd en otras
serovariedades de Salmonella como S, Typhimurium,
S. Infantis, S. Enteritidis, S. Derby y S. Paratyphi
(Picandet et af, abstr. A-16, Lopardo et al, abstr. A-15,
Maiorini et a/, abstr. A-17, 1990, Il Congreso Interna-
cional de SADEBAC, Antimicrobianos '90).

Hasta entonces Salmonella presentaba un 14%
de resistencia a ampicilina, resultando sensible a
cefotaxima, sin embargo para mediados de 1990 se
observd un vertiginoso aumento de la resistencia
que alcanzo niveles de 37% para ampicilinay 12%
para cefotaxima. A su vez seis meses mas tarde los
valores alcanzaron el 72% y 54% respectivamente.
En 5 cepas representativas, identificadas como S.
Typhimurium, recuperadas en los Hospitales de pe-
diatria “P Garraham" y “Sor Maria Ludovica”, se
determind que la resistencia observada era debida a
la produccién de un B-lactamasa de pl aparente 8,2
que hidrolizaba eficientemente cefotaxima pero no
asi ceftazidima, la cual no correspondia a ninguna de
las enzimas descriptas hasta ese momento. Este
constituye el primer reporte de cefotaximasas en
nuestro pais (35). En 1992 se determind la secuencia
del gen estructural de esta nueva BLEE denominada
CTX-M-2 (27).

En 1991 se detecto por primera vez en Proteus
mirabilis en Argentina, una enzima de pl 5,4 con alta
eficiencia de hidrélisis tanto sobre ceftazidima como
cefotaxima (Rossi et a/, 1991, ICCAC, Abstr.939), la
cual posteriormente correspondio a la nueva enzima
denominada PER-2 descripta en Salmonella
Typhimurium (22).

En 1993 se reportaron 4 aislamientos de Vibrio
cholerae resistentes a cefalosporinas de tercera ge-
neracion, pertenecientes al brote de célera que tuvo
lugar en el noroeste de nuéstro pais, los cuales pre-
sentaban un patron de resistencia no reportado pre-
viamente en esta especie. La enzima responsable
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de dicho patrén de resistencia correspondio a CTX-
M-2 (36,37).

En 1994 CTX-M-2 fue descripta en Escherichia
coli (Radice et al, 1994, XVI Congreso Chileno de
Microbiologia, abstr. p. 31) y desde entonces su pre-
sencia ha sido demostrada en diferentes
enterobacterias como M. morganii, Shigella sonne,
Salmonella spp., Proteus spp., Klebsiella spp.,
Enterabacter spp., C. freundii, Serratia marcescens
(Quinteros et al, 1999, Il Int, Congr. B-Lactamases,
abstr. A-27) (37-42), ademas de otros microor-
ganismos como Aeromonas spp. (Quinteros ef al,
2000, 9th Int. Congr. Infect. Dis., abstr. 74020). Re-
cientemente se ha identificado en nuestro pais una
nueva f-lactamasa de la familia CTX-M, 1a enzima
CTX-M-31 (39), la cual presenta una sustitucion de
aminodacidos respecto a CTX-M-2.

Hacia fines de la década del ‘80, la Subcomi-
sion de Antimicrobianos (Sociedad Argentina de Bac-
teriologia Clinica (SADEBAC), Asociacion Argentina
de Microbiologia) propuso puntos de cortes locales
para detectar BLEE en enterobacterias, sugiriendo
que cualquier enterobacteria con halos de inhibicion
iguales o0 menores a 26 mm para el disco de
cefotaxima tradicional (30 mg) debia ser considera-
da como sospechosa de estar produciendo una BLEE,
muy relacionado con el criterio de corte adoptado
por el "National Committee for Clinical Laboratory
Standards” (NCCLS) en el ano 2001 (en las que ma-
yor de 27 mm es considerado sensible).

Prevalencia de BLEE en Argentina

La resistencia a cefalosporinas de tercera ge-
neracion mediada por BLEE en nuestro pais constitu-
ye un problema creciente. A diferencia de lo que ocu-
rre en otras regiones del planeta estas enzimas no
derivan de las B-lactamasas de espectro ampliado
tipicas TEM o SHV. Enzimas deltipo de CTX-M o PER
han sido implicadas en dicha resistencia en nuestro
medio a lo largo de la Gltima década. Desde su pri-
mera deteccion CTX-M-2 ha sido reportada en todas
especies de enterobacterias, y en otros bacilos Gram
negativos como Vibrio cholerae y Aeromonas
hydrophila (43). PER-2 por su parte ha sido descripta
actualmente en Klebsielia pneunoniae, Escherichia
coli, Enterobacter cloacae y Proteus mirabilis
(39,44,45).

Muchos trabajos han determinado Ia inciden-
cia de las distintas BLEE en las enterobacterias mds
frecuentemente aisladas, los resultados reportados
por los diferentes grupos de trabajo son coinciden-
tes. En Escherichia coli (Galas ef al, 1999, ICCAC,
abstr. 896, Casellas et al, 2000, 9th Int. Congr. Infect.
Dis., abstr, 74021), en Klesiella pneumoniae (Galas
etal, 1999, ICCAC, abstr. 1474, Casellas et a/, 2000,
gth Int. Congr. Infect. Dis., abstr. 74021), en Proteus
mirabifis (Radice et a/, 2000, 9th Int. Congr. Infect.
Dis., abstr. 13022) se ha demostrado un amplio pre-
dominio de cefotaximasas respecto de otras BLEE,
como se puede observar en la Figura 1 (graficos 1, 2
y 3). A su vez en Kiebsiefla pneurnoniae se ha de-
mostrado que hastaun 5 % de |as cepas resistentes
acefalosporinas de tercera generacion producen si-
multaneamente mas de una BLEE, correspondiendo
generalmente a una enzimatipo CTX-M y otra BLEE
del tipo SHV derivada o PER-2.

La hiperproduccion de AmpC constituye en
Enterobacter cloacae el principal mecanismo de re-
sistencia a cefalosporinas de tercera generacion, y a
diferencia del resto de las enterobacterias, PER-2
resulta prevalente, como se puede observar en la
Figura 1 (grafico 4) (Pasteran ef af, 1999, ICCAC,
abstr. 1475).

En el afo 2000 se realizé un estudio de preva-
lencia de BLEE del cual participaron los Hospitales e
Institutos del Salud de la Ciudad de Buenos Aires. Se
realizo el estudio de todas las enterobacterias de
origen intrahospitalarios resistentes a cefotaxima {39).
La produccion de BLEES constituy6 el mecanismo
principal de resistencia en enterobacterias, si bien
se observa un 5% de hiperproduccion de AmpC. Las
enzimas CTX-M fueron prevalentes en enterobacterias
en nuestros Hospitales, correspondiendo al 67% de
las BLEE caracterizadas. Fueron encontradas en to-
das las especies, siendo las Unicas detectadas en
Proteus mirabilis y Serratia marcescens. PER-2 fue
detectada en el 18% de los aislamientos y SHV deri-
vadas (SHVd) sdlo en Kiebsfella pneumoniae. La
secuenciacion de los genes codificantes de CTX-M
permitio confirmar la presencia de bia,,, ,, ,en todos
excepto dos aislamientos donde correspondio a una
nueva cefotaximasa denominada CTX-M-31, que pre-
senta un 99% de identidad con CTX-M-2,
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Figura 1: B-lactamasas asociadas a la resistencia a cefalosporinas de tercera generacion en enterobacterias.

Grifico 1-

Escherichia coli
Casellas et al, 2000, ICID.

Grifico 3

SHVd

Proteus mirabilis
Radice er al, 2000, ICID.

Los métodos de deteccion y confirmacion de la
presencia de BLEE pueden ser ineficientes para de-
tectartodas las enzimas. En el caso particular de las
cefotaximasas, la utilizacion de ensayos en los que
se combina el disco conteniendo ceftazidima con el
disco que contiene dicho antibiético y el inhibidor de
f3-lactamasas resultainadecuado. A su vez el uso de
cefepime/cefepime-dcido clavulanico mejora la de-
teccion de BLEE en enterobacterias productoras de
enzimas cromosomicas inducibles (39).

En Bolivia, Paraguay, Uruguay, Brasil y Chile la
mayoria de las BLEE son cefotaximasas, mientras
que en paises de Norteamérica son ceftazidimasas,
del tipo de TEM o SHV derivadas. En Colombia y
Venezuela se han comprobado ambos tipos de

Grifico 2

Combinacion

Klebsiella pnewmniae
Casellas er al, 2000, ICID.

Grifico 4
AmpC+  CTX-M-2
BLEE 8%  SHV-2

Enterobacter cloacae
Pasteran ef af, 1999, ICCAC.

enzimas. Este hecho responde a que la ceftazidima
es la cefalosporina de tercera generacion de mayor
prescripcion en pacientes hospitalizados en Canada,
USA, México, Colombia y Venezuela, en cambio
ceftriaxona 6 cefotaxima son las de mayor prescrip-
cion en el Cono Sur Americano (Casellas et af, 2001,
IDCCP).
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