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I. RESUMEN

La presente investigacidon se realizd con el objetivo de determinar la
prevalencia de Escherichia coli con beta-lactamasas de espectro extendido
(BLEE) en el Hospital General San Juan de Dios. Para ello se evaluaron 385
aislamientos de Escherichia coli, obtenidas de diferentes tipos de muestras, las

cuales fueron recolectadas en el periodo del 5 de enero al 24 de mayo del 2004.

La identificacion y determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana de
las enterobacterias se establecid por medio del sistema automatizado de
MicroScan (Dade Behring). La confirmacion de cepas de Escherichia coli
productoras de BLEE, se llevo a cabo en el Laboratorio Nacional de Salud (LNS)

por medio del método del triple disco.

Se determind que la prevalencia de cepas de Escherichia coli con BLEE,
fue del 5 por ciento. En el tipo de muestra donde se observé un mayor niumero de
aislamientos de bacterias productoras de BLEE, fue en el de orina, seguida de de
secreciones varias y hemocultivo. Se observé un mayor numero de Escherichia
coli con BLEE, en la sala de pediatria. Se obtuvo mayor resistencia microbiana
por parte de Escherichia coli con BLEE, a los antibiéticos no beta-lactamicos,
como gentamicina y amikacina, los que pertenecen a la familia de los
aminoglucosidos, trimetroprimsulfametoxasole y ciprofloxacina que pertenece a

la familia de las quinolonas.

Se recomienda educar al personal médico y de laboratorio sobre la
importancia de conocer las beta-lactamasas y las implicaciones clinicas de las
cepas con este mecanismo de resistencia, para tomar medidas de control y

prevencion adecuadas.



Il. INTRODUCCION

La resistencia a los antibidticos a nivel mundial ha aumentado
considerablemente, por lo que la multirresistencia de las bacterias a los
antibidticos pone en grave riesgo la vida de los pacientes. Las bacterias pueden
adquirir mecanismos de resistencia, por medio de mutaciones y también por

transferencia de material genético de otras bacterias (1).

Los antibioticos como las cefalosporinas estan entre los mas usados a nivel
mundial, pues en los ultimos afos han servido mucho para combatir diferentes
infecciones; sin embargo, se ha observado una resistencia por parte de las
bacterias a estos agentes, incluso a las cefalosporinas de tercera generacion, por

lo que las opciones terapéuticas disminuyen considerablemente (2).

El propdsito de esta investigacion fue determinar la prevalencia de
Escherichia coli con beta-lactamasas de espectro extendido, ya que en el Hospital
General San Juan de Dios no se habian realizado estudios sobre este tema. Se
determind la sala hospitalaria mas afectada con estos aislamientos y se demostro
la resistencia asociada a otras familias de antibiéticos no beta-lactamicos. El uso
inadecuado de las antibidticos y el abuso de los mismos aumenta la resistencia
bacteriana a los antibioticos, por lo que fue necesario hacer un estudio de este
tipo en el centro asistencial, para que se tomen las medidas necesarias para
controlar estas cepas y paralelamente, se pueda contar con datos nacionales que
nos den indicios de cual es la situacion de este mecanismo de resistencia en

Escherichia coli .



lll. ANTECEDENTES

A. Generalidades

1. Escherichia coli

La familia Enterobacteriaceae consta de bacilos Gram negativo. Histéricamente
las Enterobacteriaceae han sido divididas en patdégenos oportunistas y patégenos
intestinales, sin embargo en la actualidad esta diferencia es menos clara por los
recientes avances en las relaciones genéticas, junto con los descubrimientos

vinculados a los mecanismos de la enfermedad diarreica (4).

El género Escherichia contiene una sola especie considerada patdgena,
Escherichia coli, que ha sido objeto de mas investigacion cientifica que cualquier
otro microorganismo. Esta bacteria es el principal habitante del intestino grueso y
es unica entre los microorganismos que integran la microbiota normal, por cuanto
también es el patogeno humano aislado con mayor frecuencia de infecciones en
las vias urinarias, en heridas y en casos de neumonia, meningitis, septicemia o de
gastroenteritis entre los viajeros que visitan paises con deficiencias sanitarias. En
Estados Unidos, E. coli es la principal causa de infecciones en las vias urinarias,
tanto nosocomiales como adquiridas en la comunidad. Las mujeres son las mas
propensas a sufrir infecciones del tracto urinario debido a diferencias anatémicas,
edad de maduracion sexual y alteraciones producto del embarazo. La neumonia
es la segunda causa mas frecuente de enfermedad causada por E. coli, seguida
por la meningitis, y las infecciones en heridas, en paises tropicales . E. coli
puede ser causa importante de diarrea en nifos, a travez de varios serotipos
existentes, como Escherichia coli enteropatogena, Escherichia coli
enteroinvasiva, Escherichia coli enterohemorragica, Escherichia coli

enterocolitica (4).



2. Caracteristicas bioquimicas y de cultivo

Los medios usados para el cultivo de Escherichia coli son medios de
cultivo no diferenciales como el agar sangre de carnero y medios diferenciales
como el agar MacConkey; la mayor parte de cepas de Escherichia coli

fermenta la lactosa (5).

Se utilizan las siguientes pruebas bioquimicas para su identificacion,
sembrar en agar lisina hierro(LIA) alcalino/alcalino o alcalino/neutro (pico de
flauta/fondo) produccion de gas y no hay produccion de H,S o en agar triple
azucar (TSI) acido/acido o alcalino/acido (pico de flauta/fondo) produccion de
gas y no hay produccién de H,S; la prueba de indol positiva en 99 % de los
casos, prueba de rojo de metilo positiva, prueba de Voges Proskauer negativa ,
citrato de Simmons negativa, prueba de la ureasa negativa, prueba de lisina 'y

ornitina descarboxilasa positiva (5).

3. Composicion antigénica

La composicion antigénica de E. coli es compleja, con mas de 170
antigenos somaticos (O), 56 antigenos flagelares (H) y numerosos antigenos
factores de superficie (K). La clasificacion serologica de las cepas de E. coli
resulta util para los estudios epidemiologicos; se conocen algunos serotipos
especificos asociados a una mayor virulencia, como el serotipo O157:H7 que
produce por lo menos dos citotoxinas denominadas verotoxinas y que tienen
un efecto citotdxico sobre cultivos celulares y que han sido asociados con tres
sindromes humanos: diarrea, colitis hemorragica y sindrome urémico

hemolitico (5).



4. Mecanismo de resistencia natural en Escherichia coli

Las enterobacterias son las bacterias mas frecuentemente aisladas vy
presentan diferentes mecanismos de resistencia para evadir la accion de los
antibidticos; entre ellos estan, produccion de enzimas inactivadoras de
antibidticos, beta-lactamasas (incluyendo beta-lactamasas de espectro
extendido o BLEE,s). Alteracion de los sitios de accion del antibiético, alteraciéon
de las proteinas de unién a la penicilina (PBP), (en las que no se da la unién
del antibidtico a la bacteria, por lo que no puede pasar a su interior);

mecanismos de bombeo hacia el exterior o bombas de e-flujo (7).

Las bacterias Gram negativo poseen en el cromosoma un gen (Amp C)
que codifica una beta lactamasa mas activa frente a cefalosporinas que frente
a penicilina. Muchos bacilos Gram negativo poseen genes reguladores de la
produccion de esta beta lactamasa ampC, como Escherichia coli . En algunas
oportunidades y por procesos de mutacién, las bacterias se convierten en
productoras de grandes cantidades de esta enzima, que aunque no es muy
eficaz para destruir a los antibidticos beta-lactamicos, la produccion puede
aumentar provocando la resistencia, como se ha observado con Enterobacter
cloacae. Existen también casos, como en Escherichia coli resistente a
ampicilina, en los cuales la mayor produccién de beta-lactamasa ampC es
debida a modificaciones en la region cromosémica de ampC que le permiten
una expresion genética mas eficaz, aumentando la resistencia a los antibiéticos

beta-lactamicos (8).

La bacteria Escherichia coli presenta niveles insignificantes de AmpC,
siendo este su mecanismo natural, estas enzimas pueden tener un papel en el
ensamblaje de peptidoglicano o pueden haber evolucionado para defender a la
bacteria de los agentes beta-lactamicos. La resistencia aparece soélo con

agentes que no pueden penetrar en la bacteria facilmente (9).



Las cepas que expresan niveles de AmpC insignificantes son altamente
sensibles y solo presentan resistencia a sulbactam y a trimetroprin
sulfametoxasole (SXT) (9).

Las bacterias que presentan moderada produccion de AmpC son
resistentes a ampicilina sulbactam, cefalosporinas de primera generacion,
amikacina y nitrofurantoina; las cepas donde hay hiperproduccion de AmpC
presentan resistencia a ampicilina, sulbactam, tazobactam, cefalosporinas de
primera generacion, cefalosporinas de segunda generacién, SXT vy

nitrofurantoina (10).

B. Betalactamicos

1. Definicion

Los antibidticos beta-lactamicos son productos que se recetan
frecuentemente y comparten una estructura y un mecanismo de accién comun.
Inhibiendo la sintesis de la pared celular bacteriana, en especial la formacién
de puentes cruzados entre las diversas capas de peptidoglucano, que brinda
rigidez a la pared celular y protege del ingreso excesivo de agua a la bacteria.
Este extremo ocurriria debido a la elevada concentracion de solutos en estos
microorganismos. La formacion de puentes cruzados es efectuada por
proteinas con accidén de transpeptidasas, denominadas proteinas fijadoras de
penicilinas (PFPs) (10,11).

Cuando los antibioticos beta-lactamicos son expuestos a enzimas del
grupo de las beta-lactamasas, se convierten en inactivos, debido a destruccién

(ruptura) del anillo beta lactamico (10,11).



Entre las clases importantes de estos productos estan las penicilinas G y
V que son muy activas contra cocos Gram positivo sensibles y poco activos
contra bacterias Gram-negativo. Las cefalosporinas se clasifican por
generaciones y son mas estables que las penicilinas a muchas beta-
lactamasas bacterianas; la primera (cefolatina, cefadrozil, cefalexina,
cefapirina, cefadrina y cefazolina) incluye un compuesto con actividad contra
microorganismos Gram positivo, pero moderada contra Gram negativo; la
segunda (cefaclor, cefamandol, cefonicida, cefuroxima, cefprozil, cefotetan y
cefmetazol) productos con actividad un poco mayor contra microorganismos
Gram negativo y algunos medicamentos con efectos contra anaerobios; la
tercera (cefoperazona, cefotaxima, ceftazidima, ceftizoxima, -ceftriaxona,
cefixima, cefpodoxima, moxalactan) tiene compuestos con menor actividad
contra microorganismos Gram positivo, pero posee accion intensa contra
Enterobacteriaceae, y un subgrupo activo contra Pseudomonas
aeruginosa.(12)

La cuarta (cefepima) tiene entre sus miembros, productos con un
espectro semejante al de la tercera, pero una mayor estabilidad a la hidrolisis

por beta-lactamasas (12,13).

2. Mecanismo de Accion

Las penicilinas, asi como todos los antibidticos beta-lactamicos, inhiben el
crecimiento bacteriano por interferir con un paso especifico en la sintesis de la
pared celular. En especial la formacion de puentes cruzados entre las diversas
capas de peptidoglucano, que normalmente brinda rigidez a la pared celular y
protege a la membrana celular del ingreso de cantidades excesivas de agua a
la bacteria (12,13).



La pared celular esta compuesta por un polimero complejo entrecruzado,
peptidoglucano (mureina, mucopéptido), consistente en polisacaridos y
polipéptidos. Los polisacaridos contienen aminoazucares alternados, N-
acetilglucosamina y acido N-acetiimuramico. Un péptido de 5-aminoacidos se
une al azucar acido N-acetilmuramico; este péptido termina en D-alanil-D-
alanina. Las proteinas fijjadoras de penicilinas (PFPs) catalizan la reaccién
transpeptidasa que remueve la terminal alanina para formar un enlace cruzado
con un péptido contiguo, el cual proporciona a la célula su estructura rigida.
Los antibidticos beta lactamicos son analogos estructurales del sustrato natural
de D-ala-D-ala y se unen covalentemente a las PFPs en el sitio activo.
Después que un antibiético beta-lactamico se ha unido a la PFP, se inhibe la
reaccion de traspeptidasa, la sintesis de petidoglucano se bloquea y la célula
muere. El mecanismo exacto responsable de la muerte celular no es
completamente entendido, pero las autolisinas, enzimas bacterias que
remodelan y rompen la pared celular, estan involucradas. Las penicilinas y las
cefalosporinas son bactericidas solo si las células estan activamente en

crecimiento y sintetizando la pared celular (12,13).

. Beta-Lactamasas

Las beta-lactamasas son una familia de enzimas cuya actividad es
hidrolizar el enlace amida ciclico de la penicilina G y otros beta-lactamicos,
inactivando al antibiético. En la actualidad se conocen alrededor de 300
enzimas diferentes. La especificidad de la beta-lactamasa por un antibiético
beta-lactamico determinara la eficiencia con la cual la bacteria hidroliza al
antibiotico (12-14).

Las TEM-1, TEM-2 y SHV-1 son beta-lactamasas mediadas por plasmidos
predominantes en los bacilos Gram negativo y se clasifican en el grupo 2b de

la clasificacion de Bush.(12).



Su diseminacién es consecuencia de la presidn selectiva ejercida por la
introduccion de ampicilina, cabernicilina y las primeras cefalosporinas en los

afos sesenta (15-17).

Algunas beta-lactamasas como las sintetizadas por Staphylococcus
aureus han permanecido estables por décadas y tienen un limitado espectro de
actividad, hidrolizando a la penicilina G, pero no a las penicilinas semisintéticas
(16).

En cambio, las beta-lactamasas sintetizadas por Gram negativo TEM-1 y
SHV-1 codificadas en plasmidos y con un amplio espectro de actividad contra
beta-lactamicos permanecieron estables por muchos afos, pero a partir de los
anos ochenta aparecieron cepas bacterianas productoras de variantes de las
enzimas anteriormente mencionadas, con capacidad para hidrolizar
cefalosporinas de 32 generacion (ceftazidima, ceftriaxona, cefotaxima) y fueron

llamadas beta-lactamasas de espectro extendido (BLEEs) (16,17).

D. Mecanismos de Resistencia Bacteriana a Penicilinas y Cefalosporinas

La resistencia a los antibidticos beta-lactamicos puede ser debida a
diferentes mecanismos: reduccion de la permeabilidad, mecanismos de
expulsion del antibidtico, inactivacion enzimatica por la accidn de las beta-

lactamasas y modificacion de las PFPs (8).

Todas las bacterias (o casi todas) contienen las proteinas fijadoras de
penicilina (PFPs), pero los antibidticos beta-lactamicos no destruyen, ni
siquiera inhiben a todas las bacterias, debido a que operan algunos
mecanismos de resistencia de los microorganismos patdégenos a tales

medicamentos (8).
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Los microorganismos pueden indicar resistencia intrinseca por diferencias

estructurales en las PFPs, que son los objetivos o blancos de tales farmacos

(8).

Otros casos de resistencia bacteriana a los antibiéticos beta-lactamicos
son causados por la incapacidad del compuesto para penetrar en su sitio de
accién (espacio perisplasmico), afinidad de la enzima al antibidtico y la

cantidad de beta-lactamasas (14,15).

En bacterias Gram negativo, las beta-lactamasas aparecen en cantidades
relativamente pequefas, pero estan situadas en el espacio periplasmico entre
las membranas internas y externas de la bacteria. Las enzimas de la sintesis
parietal se encuentran en la superficie externa de la membrana interna, razon
por la que estas beta-lactamasas de bacterias Gram negativo son codificadas
en los cromosomas por plasmidos y pueden ser de tipo constitutivo o
inducibles. Los plasmidos son transferencias entre una y otra bacteria por
conjugacion; las enzimas en cuestion hidrolizan a las penicilinas,

cefalosporinas o ambos farmacos (15,16).

La alteracion en dos proteinas fijadoras de penicilinas (1A y 2X), al punto
de que hay poca unién con las cefalosporinas. Las cefalosporinas de tercera
generacion son sensibles a hidrolisis por beta-lactamasas inducibles
codificadas por cromosoma (tipo1); en cambio las cefalosporinas de 4a
generacion (cefepima o cefpirona) no son afectadas ya que estos antibidticos
son mas permeables y atraviesan rapidamente el espacio periplasmico donde
estan ubicadas las beta-lactamasas. Si estuviera afectada la permeabilidad de
la membrana externa, estos antibidéticos permanecerian mas tiempo en el

espacio periplasmico con la consecuente inactivacion (17,18).
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Las bacterias Gram negativo poseen en el cromosoma un gen (Amp C)
que codifica para una beta-lactamasa mas activa frente a cefalosporinas que
frente a penicilinas; ademas, muchos bacilos gram negativo poseen genes

reguladores de la produccién de esta beta-lactamasa AmpC (17).

En algunas oportunidades y por procesos de mutacion, las bacterias se
convierten en productoras de grandes cantidades de la enzima, que aun
cuando no es muy eficaz para destruir los beta-lactamicos, es tan grande la

produccion que al final aparece la resistencia (19).

En las bacterias Gram negativo las mas importantes de estas beta-
lactamasas ligadas a plasmidos son las TEM-1 y en menor grado la SHV-1 (en
K. pneumoniae) y la PSE-1 (en Pseudomonas aeruginosa). Estas enzimas
brindan resistencia a las bacterias Gram negativo frente a aminopenicilinas,
carboxipenicilinas y cefalosporinas de primera y segunda generacion. Se ha
descrito ademas la existencia de beta lactamasas de espectro extendido,
ligadas a plasmido, especialmente en Klebsiella pneumoniae, que producen la

inactivacion de cefalosporinas de tercera generacion y monobactamos (19).

Estas enzimas estan relacionadas a TEM-1 y TEM-2 (16 enzimas) y a
SHV-1 (4 enzimas), y en ellas sélo hay variacion de uno a tres aminoacidos en

relacion a las beta-lactamasas originales TEM-1, TEM-2 y SHV-1(19).

Las beta-lactamasas de espectro extendido no destruyen a la cefoxitina y
su actividad puede ser anulada combinando un beta-lactamico con un inhibidor
de las beta-lactamasas, como acido clavulanico o sulbactam. Existe una
tercera clase de beta- lactamasas de espectro extendido, relacionada con la
beta-lactamasa AmpC, que si brinda resistencia frente a cefoxitina y no es
inhibida por acido clavulanico ni sulbactam. El imipenen no es afectado por

ninguno de los tres tipos de beta lactamasas de espectro ampliado (20).
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E. Beta-Lactamasas de Espectro Extendido

Estas beta-lactamasas son enzimas que se han originado en los genes
que codifican las beta-lactamasas de amplio espectro TEM-1, TEM-2 o SHV-1

tras sufrir diversas mutaciones (18).

Estas mutaciones le confieren a la bacteria que produce estas enzimas,
cierta resistencia a las oximino-cefalosporinas como cefotaxima, ceftazidima y
ceftriaxona (cefalosporinas de 3% generacion), ademas de oximino-
monobactam, y aztreonam, que fueron disefiados para resistir la actividad de
las beta-lactamasas; pero estas enzimas no aportan resistencia a la accion de

imipenem (19,20).

En 1988 se reportaron beta-lactamasas codificadas en plasmidos y su
origen fue debido a la transferencia del gen cromosomal que codifica para la
beta-lactamasas llamado AmpC a plasmidos. Las bacterias productoras de
beta-lactamasas AmpC que mas comunmente se han aislado son: Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella spp., Citrobacter freundii, Enterobacter

aerogenes y Proteus mirabilis (21,22).

Todas las BLEE tiene el mismo espectro de actividad y son inhibidas por
el acido clavulanico, pero las beta-lactamasas AmpC plasmidicas, son
constitutivas en su expresion, es decir, las células bacterianas siempre las
estan sintetizando, a diferencia de las cromosomales, las cuales requieren

induccién por la exposicidon previa a beta-lactamicos(22).

Ademas, los genes que codifican para las beta-lactamasas AmpC pueden

ser transferidos a otras bacterias a través de la conjugacion (23).
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Las mutaciones en las beta-lactamasas, que son agrupados en el
subgrupo 2be de la clasificacion de Bush, tienen de uno a 4 sustituciones de

aminoacidos comparado con las enzimas originales (23).

Estas sustituciones remodelan el lugar activo de la enzima aumentando el
espectro de su actividad hidrolitica. ElI carbapenem, las cefamicinas y la
temocilina permanecen estables (24).

Estas mutaciones en las diversas BLEE conocidas, no necesariamente les
confiere capacidad para hidrolizar a los mismos sustratos, por ejemplo, TEM-7
hidroliza ceftazidima y cefotaxima con la misma efectividad, mientras que SHV-
2 hidroliza a cefotaxima cerca de 10 veces mas rapido que a ceftazidima; sin
embargo, in vitro se observa que la concentracion minima inhibitoria para
ceftazidima es mucho mas alta debido a que este antibidtico tiene pobre
penetraciéon al espacio periplasmatico bacteriano y, por tanto, tiene poco

contacto con las beta-lactamasas (25).

La transferencia paciente a paciente de una cepa productora de la beta-
lactamasa no explica totalmente la epidemiologia de BLEE, y hay muchos
casos donde la transferencia del plasmido codificante ha sido critica para la

diseminacién de la resistencia (25).

Las diferentes BLEE varian en la eficiencia cinética y en el grado de la
resistencia que causan. Algunas tienen una actividad muy amplia con actividad
similar frente a cefotaxima y ceftazidima y dan lugar a resistencia para todas
las cefalosporinas de amplio espectro. Otras tienen un fenotipo de
ceftazidimasa con mayor actividad frente a ceftazidima que frente a otras
cefalosporinas. Las ceftazidimasas dan una resistencia a ceftazidima, pero
causan solo una pequeia reduccidon en la sensibilidad a cefotaxima,

ceftriaxona y ceftizoxime (26-28).



14

F. Aparicion de las beta-lactamasas de espectro extendido

La presion ejercida por los antibiéticos ha aumentado la resistencia de las

bacterias a estos agentes (29).

En los afios 80 se cred una nueva clase de antimicrobianos los oximino
cefalosporinas, para tratamientos de infecciones severas causadas por
bacterias gram negativos, pero prontamente aparecio resistencia a estos
antimicrobianos y, debido a su amplio espectro de accion, se les llamé beta-

lactamasas de espectro extendido (BLEE) (29).

El uso de cefalosporinas de amplio espectro es uno de los principales
factores en la aparicion de Escherichia coli, productoras de beta-lactamasa
de espectro extendido (BLEE)(29).

Las BLEE, han aparecido como consecuencia de mutaciones puntuales
en los genes de beta-lactamasas de menor espectro. Varios estudios
experimentales han demostrado que estas mutaciones se seleccionan por
concentraciones subinhibitorias de penicilinas y cefalosporinas. Se postula que
el patron de uso de beta-lactamicos en un entorno concreto, es la causa
fundamental de la aparicidén de una u otra de las variantes de BLEE, existentes.
Las BLEE, hidrolizan a las cefalosporinas de tercera y algunas de cuarta

generacion (11).

G. Epidemiologia de las beta-lactamasas de espectro extendido

El problema de las beta lactamasas de espectro extendido es de magnitud
mundial. Fue primero descrito en Europa, luego en América y Asia. La
prevalencia es muy variable de pais a pais y también en diferentes centros
(18).
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En Estados Unidos de Norteamérica, las enterobacterias con Dbeta
lactamasas de espectro extendido pueden variar de 0- 25 por ciento, con un
promedio nacional del 3 por ciento, segun informacion del Central Disease
Control 1998(CDC). En Europa se ha encontrado hasta un 5 por ciento de
cepas de Escherichia coli que tiene beta-lactamasas de espectro extendido
(BLEE) (13,15,16).

Las beta-lactamasas se pueden adquirir ya sea por mutacion o por medio
de plasmidos . Las bacterias que poseen beta-lactamasas de espectro
extendido son resistentes a los beta-lactamicos excepto a carbapenemes y
cefoxitin, lo que reduce las opciones terapéuticas para los pacientes infectados
por estas bacterias. (17, 20, 21-23).

Los antibidticos beta-lactamicos son los compuestos mas ampliamente
usados para tratar infecciones tanto adquiridas en el hospital como en la
comunidad. Sin embargo, la resistencia a estos antibidticos se ha

incrementado, limitando su eficacia en el tratamiento (24-26).

La resistencia a beta-lactamicos en enterobacterias es debida
principalmente a la produccion de beta-lactamasas codificadas

cromosomalmente o en plasmidos. (27,28).

Deteccion de Beta-Lactamasas de Espectro Extendido

El laboratorio de microbiologia es imprescindible en la deteccién de
aislamientos de enterobacterias productoras de BLEE y de posibles brotes
nosocomiales. La deteccién precoz de estas cepas es importante para
instaurar el tratamiento adecuado y las medidas de aislamiento de los

pacientes, necesarias para evitar la diseminacion (11,17).
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La accion hidrolitica de estas BLEE hace que en algunas ocasiones
generen CMlIs(concentracion minima inhibitoria) mas elevadas a ceftazidima
que a cefotaxima y, en otras, ocurra lo contrario; por lo tanto, se debe
determinar la susceptibilidad antibiética con los dos antibiéticos. Cuando se
detecte la produccion de BLEE se debe informar como resistente a
cefalosporinas de tercera generacién y monobactames para tomar las medidas
epidemiologicas adecuadas y evitar que estos antibidticos se usen en el

tratamiento (11,18).

1. Método para la confirmacion de beta-lactamasas de espectro

extendido

Realizar la confirmaciéon de BLEE, midiendo los halos de los discos de
antibidticos de cefalosporinas de 3ra Generacién individual (CTX y CAZ) y
los halos de los discos de la mezcla de los antibiéticos con Acido
Clavulanico/CTX y acido clavulanico/CAZ, se interpreta como produccion
de BLEE, con un aumento de 5 6 mas mm, en el halo de inhibicion de la
cefalosporina combinada con clavulanico con respecto al halo de la

cefalosporina sola (18).

2. Técnica de la doble difusiéon con discos.

Se realiza por difusion en agar utilizando una placa de Mueller-Hinton
inoculada con una suspensién bacteriana ajustada al patréon de 0,5 de la
escala McFarland; sobre ella se colocan, discos con carga estandar (30 mg)
de cefotaxima, ceftazidima, cefuroxima y aztreonam dispuestos a una
distancia de 25-30 mm de discos de amoxicilina/acido clavulanico (20/10
mg). Se considera sinergia positiva y, por tanto, presencia de una BLEEs,
cuando se observa una ampliacion del halo de inhibicion en alguna de las
cefalosporinas o del aztreonam , debido a que el disco de amoxicilina/ac.
clavulanico estimula la produccion de beta lactamasas de espectro

extendido en la bacteria (18).



17

3. Técnica de E-test

Son tiras comerciales de E-test especialmente disefiadas para la
deteccidon de cepas productoras de BLEE. El E-test es una tira de papel
impregnada con antibioticos, la mitad consta de una concentracidon
decreciente de ceftazidima desde 32 pg/mL hasta 0.5 pyg/mL; la otra mitad
de la tira contiene ceftazidima/acido clavulanico (2:1) en concentraciones
decrecientes desde 8 pg/mL hasta 0.12 ug/mL. Se considera positiva la
sinergia con acido clavulanico cuando se observa una disminucion de dos o
mas diluciones de la CMI de ceftazidima cuando se le anade &cido

clavulanico (18).

4. Técnica de la sinergia con inhibidores de las beta-lactamasas

Se puede detectar la presencia de una BLEE mediante la realizacion de
una CMI por micro o macrodilucion de cefalosporinas de tercera generacion
con y sin inhibidor (Ac.clavulanico) de beta-lactamasa. Se considera
confirmatorio una disminucion de la CIM en tres o0 mas diluciones cuando se
evalua cefotaxima sola versus cefotaxima con acido clavulanico o

ceftazidima sola versus ceftazidima con acido clavulanico (18).

5. El significado clinico de las beta-lactamasas de espectro extendido

El sustrato especifico de las BLEE, incluye todas las penicilinas,
cefalosporinas (excepto cefamicinas) y monobactames; las cepas con estas
enzimas, frecuentemente, expresan también resistencia a otros grupos de
antibidticos incluidos los aminoglucdsidos. Los genes que codifican los
genes de BLEE pueden residir en un plasmido conjugativo y, por lo tanto,
se transmiten juntos de un microorganismo a otro, confiriendo el perfil de

resistencia antimicrobiana multiple (22).
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Por otro lado, los problemas clinicos también son consecuencia de que
las cepas de Escherichia coli productoras de BLEE, con frecuencia podrian

parecer sensibles in vitro a los oximino beta-lactamicos (30).

Algunos microorganismos con BLEE, son aparentemente sensibles in
vitro, sin embargo, las infecciones no se reducen por lo que hay accién de
las BLEE, in vivo, debido a una produccién constante de estas enzimas

(BLEE) y las dosis de antibidticos indicadas no tienen efecto (31-32).
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IV. JUSTIFICACION

La resistencia a los antibidticos por parte de las bacterias va en aumento, lo
cual restringe las opciones de tratamiento y lo mas grave aun, es que no se toman

las medidas de prevencion y control necesarias.

Las beta-lactamasas son enzimas cuyo mecanismo consiste en romper el
anillo beta-lactamico, esto produce inefectividad de estos antibidticos ante las
bacterias y reduce las opciones terapéuticas. Escherichia coli no posee este
mecanismo en forma natural, pero puede adquirirlo por dos formas, ya sea por

medio de plasmidos o por una mutacién.

La bacteria Escherichia coli representa el 20 por ciento de las cepas
encontradas en el Hospital General San Juan de Dios; si a ello se agrega la
presion ejercida por los mismos antibiéticos y el poco conocimiento acerca de la
prevalencia de cepas de Escherichia coli con beta-lactamasas de espectro
extendido puede derivar esa circunstancia en un grave problema dentro del citado
nosocomio. Ya que las infecciones nosocomiales son muy frecuentes y una vez
que estas bacterias llegan a infectar a pacientes de cuidados intensivos las
opciones terapéuticas se reducen, por lo que la vida del paciente estaria en

peligro.

El aporte que esta investigacion brinda, se basa en establecer el porcentaje
de Escherichia coli productoras de beta-lactamasas de amplio espectro, en
pacientes que son atendidos en el laboratorio de microbiologia del Hospital

General San Juan de Dios.
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V. OBJETIVOS

A. Objetivo General

Determinar la prevalencia de beta-lactamasas de espectro extendido de

Escherichia coli en el Hospital General San Juan de Dios.

B. Objetivos especificos

1.

Determinar cual es el servicio mas afectado dentro del Hospital General
San Juan de Dios con cepas de Escherichia coli con beta-lactamasas de

espectro extendido.

Determinar la frecuencia de las beta-lactamasas de espectro extendido
de Escherichia coli en las diferentes unidades, por el tipo de muestra y por

género.

Determinar la resistencia asociada a otras familias de antibiéticos no beta-
lactamicos, cuando hay presencia de beta-lactamasas de espectro extendido

en Escherichia coli



VI. HIPOTESIS

Debido a que es un estudio descriptivo no se incluye hipoétesis.

21
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VIl. MATERIALES Y METODOS

A. Universo de Trabajo

Aislamientos de Escherichia coli de la poblacion atendida por el laboratorio
de microbiologia del hospital General Sal Juan de Dios, dentro del periodo de
Enero a Junio del 2004.

1. Muestra

Se recolectaron 385 cepas de Escherichia coli aisladas en laboratorio

clinico del Hospital General San Juan de Dios.

B. Recursos

1. Humanos

Br. Mauricio Mazariegos Barrios (tesista).
Lic. Jorge Matheu (asesor).

Lcda. Tamara Velasquez (asesora)

2. Institucionales

Hospital General San Juan de Dios, Laboratorio de Microbiologia.
Laboratorio Nacional de Salud del Ministerio de Salud Publica y Asistencia
Social.

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, Universidad de San Carlos de

Guatemala



3. Materiales

Cajas de petri 100 x 15 mm descartables
Fosforos

Marcadores

Asa bacterioldgica en argolla y en punta
Espatula

Pinzas

Gradillas

Guantes desechables

Hojas de papel bond

Tubos de ensayo

Erlenmeyer de 250 mL, 500 mL
Probeta de 10 mL, 100mL y 500mL
Hisopos estériles

Papel mayordomo

Hojas de papel bond tamario carta

a. Reactivos y Medios de Cultivo
Agar Mueller-Hilton
Agar Tripticasa soya
Agua Destilada
Solucién Salina
Estandar de McFarland 0.5
Discos de cefotaxima de 30 ug
Discos de ceftazidima de 30 ug
Discos de amoxicilina/ac clavulonico 20/10 ug
Discos de SXT 1.25/23.75 ug
Discos de amikacina 30 ug

Discos de ampicilina 10 ug

23
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Discos de cefepime 30 ug
Discos de imipenen 10 ug
Discos de ciprofloxacina 5 ug
Discos de ceftriaxone 30 ug
Discos de gentamicina 10 ug
Discos de piperacilina 100 ug
Discos de cefalotina 30 ug

b. Equipo.
Incubadora a 35°C
Mechero Bunsen
Refrigeradora
Congelador a — 70°C
Nefeldmetro
Balanza Analitica
Autoclave
Campana bacteriolégica

Computadora e impresora

c. Procedimiento

Las muestras que se analizaron fueron todas aquellas en que se
realizd cultivo microbiolégico en el laboratorio clinico del HGSJDD y que
se aislo Escherichia coli. Fueron identificadas por medio del sistema
automatizado Microscan,® (Dade, Ca), asimismo el sistema de Microscan
realizd el antibiograma, pero no confirmo BLEE. Se tomaron todos los
cultivos en los que se aisl6 Escherichia coli 'y que presentaron
multirresistencia, sin exclusion de la region anatémica de donde se
obtuvieron, ni del servicio hospitalario al cual pertenecian. Se

transportaron las cepas en tubos con agar tripticasa soya al 13 por ciento,
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por medio de las tres barreras segun |ATA (international Air Transport
Association) al Laboratorio Nacional de Salud, donde se confirmo la
presencia de beta-lactamasas de espectro extendido por medio del
método del triple disco, segun el siguiente procedimiento:
1. Se sembraron las cepas presuntivas de BLEE en Agar Tripticasa
Soya.
2. En solucién salina se realizé una suspension al 0.5 del Estandar de
MacFarland de las cepas de Escherichia coli.
3. Se tomd un hisopo estéril y se introdujo en la suspension bacteriana
que se preparo en el paso anterior y se rotd el hisopo contra las
paredes del tubo. Se sembrd con él, en tres direcciones diferentes,

en una caja de agar Muller Hinton.

B

Se dejo absorber por tres minutos

o

Se colocaron los discos de deteccion con una pinza a una distancia de
2 cm entre disco y disco, colocados en el siguiente orden (Figura 1):
a. Cefotaxima (CTX)

b. Acido Clavulanico/amoxicilina

c. Ceftazidima (CAZ)

Figura 1

«—> «—>
2cm 2cm

Interpretacion: Deformacién del halo por la inhibicion de la beta-lactamasa por
parte del Ac. Clavulanico con amoxicilina y la consiguiente accién de la

Cefalosporina de 3ra generacion (CTX y CAZ).
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6. Se realizd la confirmacion de BLEE, con los discos de antibidticos de
Cefalosporinas de 3ra Generacion individual (CTX y CAZ) y la

mezcla de los antibiéticos con Acido Clavulanico.
Interpretaciéon: Se confirmé con la lectura de la mezcla de antibidticos
(cefalosporina de 3era generacién/ac.clavulanico) y con los discos de antibioticos

Cefalosporinas de 3ra Generacién encontrandose una diferencia de = de 5mm.

7. Se detectd resistencias acompafnada a otros antibidticos como
eritromicina, SXT, penicilinas, tetraciclinas, gentamicina, por el

método de difusiéon en disco.

d. Diseno de Investigaciéon

1. Tipo de analisis: Descriptivo

2. Tipo de muestreo: Por cuota (no probabilistica, 385 muestras)
3. Tipo de estudio: Transversal

4. Nivel de confianza: 95%

5. Varianza: 0.25

6. Limite de error: 0.05

7. Ndmero de muestra: 385



27

VIIl. RESULTADOS

Se realizd un estudio descriptivo transversal en el cual se tomaron 385
aislamientos de Escherichia coli procedentes de los pacientes del hospital General
San Juan de Dios. Se determiné la prevalencia de Escherichia coli productoras de

beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE).

En la grafica 1 se observa el numero de aislamientos de Escherichia coli en
los diferentes servicios del Hospital General San Juan de Dios de los cuales un

5% presentd [B-lactamasas de espectro extendido (BLEE).

Grafica 1
Porcentaje de aislamientos de E. coli productoras de BLEE

E. coli con
BLEE 5%

_

E.coli 95%

n =385

Fuente: datos experimentales
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Las muestras donde se aislaron las cepas de Escherichia coli con BLEE con
mayor frecuencia, fueron 10 aislamientos en orinas (2.6%), seguida de las
distintas secreciones, 8 aislamientos (2.1%); el resto de la distribucion de las

diferentes localizaciones anatdomicas se puede observar en forma detallada en la

grafica 2.
Grafica 2
Porcentaje de Escherichia coli productoras y
no productoras de BLEE por tipo de muestra
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Como se observa en la grafica 3; de las distintas salas analizadas, es de
importancia que las cepas de Escherichia coli con BLEE se concentran
mayormente en pediatria con 8 aislamientos (2.1%), medicina de mujeres 3

aislamientos (0.8%) vy cirugia de mujeres 3 aislamientos (0.8%).

Grafica 3
Porcentaje de Escherichia coli productoras y
no productoras de BLEE por servicio
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Fuente: Datos experimentales
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La grafica 4 muestra la distribucion de las cepas de Escherichia coli
productoras de BLEE dentro del servicio de pediatria, siendo UCIP (unidad de
cuidados intensivos de la pediatria) donde se concentr6 mayormente 4

aislamientos (1%).

Grafica 4
Porcentaje de Escherichia coli productora de BLEE en Pediatria
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Abreviaturas  UCIN = unidades de cuidados intensivos de pediatria
UTIP = Unidad de terapia intermedia de la pediatria

Fuente: Datos Experimentales

De las cepa productoras de B-lactamasas de espectro extendido, 11
aislamientos corresponde al sexo femenino (2.86%) y 8 aislamientos al sexo

masculino (2.1%), como se presenta en la grafica 5.
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Grafica 5
Porcentaje de Escherichia coli productoras y
no productoras de BLEE por género
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Fuente: datos experimentales

La grafica 6 muestra el patron de resistencia de cepas de Escherichia coli
productoras de BLEE a los antibidticos no B-lactamicos y se observa que 13
aislamientos (70%) fueron resistentes a tobramicina, 8 aislamientos gentamicina-
resistentes (42%), 9 aislamientos fueron resistentes (45%)

trimetroprinsulfametoxasole.

Grafica 6
Porcentaje de resistencia a no -lactamicos
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

El impacto que muestra la resistencia antimicrobiana hoy en dia, es de
niveles alarmantes y constituye uno de los problemas de caracter emergente a
nivel de salud publica. Conocer los niveles de resistencia de las distintas bacterias
dentro de los centros hospitalarios es ahora una necesidad, debido a la alta morbi-
mortalidad que conlleva la resistencia antimicrobiana; ademas, los costos
aumentan y esto debe poner en estado de alerta a las instituciones hospitalarias
ante un posible colapso. La bacteria Escherichia coli es de las enterobacterias que
mas comunmente se encuentran en los hospitales el conocer su presencia y su
perfil de resistencia antibiética dentro de los centros nosocomiales ayuda en el

control y prevencién de este problema creciente.

Las pB-lactamasas de espectro extendido (BLEE) son enzimas
especializadas ya que inactivan no so6lo sustratos penicilinicos, sino también a
todas las cefalosporinas de primera, segunda, tercera, cuarta generacion y
aztreonam. Lo anterior implica la disminucién de opciones terapéuticas, lo que
conlleva al uso de medicamentos mucho mas potentes respecto de los que se
tienen a disposicion actualmente; esto trae como consecuencia el incremento en el
costo del tratamiento, predispone a las bacterias para crear variantes de

resistencia y agrava de esa forma el problema que ha motivado este estudio (33).

La importancia de identificacion de BLEE en las bacterias, radica en que
muchas veces trae corresistencia a otras familias bacterianas, debido al
intercambio de material genético por medio de plasmidos, lo cual hace que se
transfieran los mecanismos de resistencia expandiendo a una mayor escala el

problema creciente de resistencia bacteriana (34).
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Como se observa en la grafica 1, fueron aisladas 385 cepas de Escherichia
coli, de las cuales el 5 % presentdé el mecanismo de resistencia BLEE (-
lactamasas de espectro extendido). Debido a que E. coli, es una de las bacterias
que mas se aislan en este centro asistencial, puede encontrarse frecuentemente
en salas de cuidados intensivos, y por la forma de propagacion del mecanismo
de resistencia, el porcentaje de cepas de Escherichia coli con BLEE podria

aumentar y agravar dicha situacion (35).

En la grafica 2, se observa la distribucion de Escherichia coli por el tipo de
muestra analizado; y se visualiza que hay una mayor cantidad de estas bacterias
en la muestras de orina, seguido por las de secreciones varias y las de sangre,
qgue son las tres mas importantes, ya que en éstas se concentra la mayor cantidad
de muestras. EIl resultado es normal que se presente, debido a la misma
naturaleza de las Escherichia coli, ya que tienen una mayor tendencia a causar
infecciones en las vias urinarias de las personas. Se recomienda investigar si las
cepas aisladas en las muestras de orina son de tipo nosocomial o de la
comunidad, para asi poder ejercer control y establecer el protocolo para el
manejo de los pacientes ambulatorios. En segundo lugar encontramos las
secreciones, esto puede deberse a que Escherichia coli infecta faciimente a
personas que estan cateterizadas, que sufren quemaduras o heridas operatorias;

condiciones que son ideales para la propagacion del mecanismo de resistencia.

Es de gran importancia hacer esta comparacion debido a la distribucién
presentada en la grafica 2, ya que estos datos permitiran determinar con mayor
probabilidad el tipo de muestras con cepas de Escherichia coli con BLEE. Lo
anterior, no es motivo para descuidar la fuente del resto de muestras; ya que
aunque poco frecuente, Escherichia coli puede presentar cepas con

multirresistencia.
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La distribucion de las cepas de Escherichia coli con BLEE por servicio se
presenta en la grafica 3, indicando el porcentaje de aislamientos de ésta en cada
uno de los servicios del hospital. Debe resaltarse el servicio de pediatria, en el
cual se obtuvo la mayor cantidad de aislamientos y consecuentemente una
elevada resistencia por parte de cepas con BLEE. Esto probablemente se debe a
que el hospital General San Juan de Dios es de referencia para el servicio de

pediatria.

Como se puede observar en la grafica 3, la mayoria de servicios presentan
cepas de Escherichia coli con BLEE; sin embargo son niveles de resistencia
antimicrobiana inferiores a los encontrados en la sala pediatria, debido a que este
servicio esta totalmente separado de los demas; sin embargo la diseminacion, de
estas cepas ha abarcado la mayoria de los servicios. En la consulta externa se
encontré un paciente que ha sido afectado por este tipo de cepas resistentes, lo
que se puede interpretar como una voz de alerta para el comité de vigilancia
epidemioldgica del hospital, que debe darle seguimiento a este tipo de casos.
Esto serviria, en primer lugar, para descartar si esta persona adquirié la bacteria
dentro del hospital; en segundo, para saber si se trata de una cepa adquirida en
otro centro asistencial o bien de una cepa multirresistente que se ha propagado

dentro de la poblacién.

En el servicio de pediatria se puede observar (grafica 4) la distribucién de
las cepas de Escherichia coli productoras de BLEE. En la UCIN (unidad de
cuidados intensivos de neonatos) fue donde se encontré un mayor porcentaje de
dichas cepas, en esta unidad se encuentran pacientes cateterizados, con pérdida

de la conciencia, factores que pueden predisponerlos a adquirir una infeccion.

Se encontré una mayor cantidad de aislamientos de bacterias en mujeres
que en los hombres, como se puede apreciar en la grafica 5. Este resultado es
normal debido a la propension por parte de las mujeres a adquirir infecciones

urinarias, por las diferencias anatdémicas como por ejemplo, longitud de la uretra,
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que favorece la infeccion por via ascendente y a que Escherichia coli es la
principal causante de dichas infecciones. La mayoria de cepas de Escherichia coli

que presentan BLEE se encuentra en mujeres.

La resistencia bacteriana hacia antibioticos no beta-lactamicos se presenta
en la grafica 6, se aprecia que el nivel mas alto de resistencia por parte de
Escherichia coli con BLEE esta dirigida hacia dos familias de antibioticos: los
aminoglucosidos  (Gentamicina, @ Amikacina 'y  Tobramicina) y el
Trimetroprimsulfametoxasol. Entre los aminoglucdésidos el que presenta una mayor
resistencia es tobramicina seguida de gentamicina y por ultimo la amikacina. Esto
quiere decir que Escherichia coli ha estado en mayor contacto con los
aminoglucdsidos dentro del centro hospitalario, por lo cual se han incrementado
los niveles de resistencia hacia estos antibiéticos es de notar que la gentamicina
es el segundo antibidtico de la familia de los aminoglucésidos con mayor
porcentaje de resistencia. Esto es indicador del uso frecuente de este farmaco
dentro del centro asistencial en estudio. Trimetroprimsultametoxasole es otro

antibidtico que presenta una resistencia por parte de Escherichia coli.

Las quinolonas (Ciprofloxacina) son los antibioticos que presentan niveles
de resistencia mas bajos por parte de Escherichia coli con BLEE. En la grafica 6
se observa los niveles de resistencia entre las cepas de Escherichia coli con BLEE
y Escherichia coli. Se puede decir que cuando hay cepas que presenta BLEE
como mecanismo de resistencia, la familia de los aminoglucésidos son los mas
afectados por éstas enzimas, debido a que las bacterias han adquirido esta
resistencia por el contacto frecuente a estos antibiéticos o por la transferencia por

medio de plasmidos de otras familias de enterobacterias.



36

X. CONCLUSIONES

. La prevalencia de Escherichia coli con $-lactamasas de espectro extendido,

en el Hospital General San Juan de Dios corresponde al 5 %.

. La Pediatria es el servicio hospitalario con los mayores niveles de
resistencia, por parte de Escherichia coli con B-lactamasas de espectro

extendido
. La orina es el tipo de muestra donde se aisl6 con mayor frecuencia

Escherichia coli con B-lactamasas de espectro extendido.

. La presencia de Escherichia coli con B-lactamasas de espectro extendido

esta distribuida en todas las areas del centro asistencial en estudio.

. Los aminoglucésidos son los antibidticos no betalactamicos que se ven mas

afectados cuando hay presencia de B-lactamasas de espectro extendido.
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Xl. RECOMENDACIONES

Promover y facilitar estudios que permitan la identificacion de los diferentes
mecanismos de resistencia que presentan las enterobacterias, para lograr

un mejor control de multirresistencia bacteriana.

Establecer un programa de vigilancia epidemiolégico que controle este tipo
de situaciones, coordinado juntamente con el laboratorio, el comité de

vigilancia epidemioldgico y el comité de infecciones nosocomiales.

Implementar un programa por medio del cual se difunda y se instruya al
personal de salud, acerca de la importancia que tiene la resistencia
causada por las [B-lactamasas y poder utilizar las herramientas que se

tienen para evitar la creciente propagacién de éstas.

Implementar la deteccion de beta-lactamasas de espectro extendido en el
laboratorio, para utilizarla como una herramienta para controlar la

multirresistencia bacteriana.
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XIlIl. ANEXOS

Anexo 1
Test del doble disco

Disco de la izquierda Amoxicilina/ac. Clavulanico.

Disco de la derecha cefalosporina de tercera generacion

* Tomado de Livermore, D. et al. p-Lactamases in Laboratory and Clinical Resistance.
Clinical Microbiology Reviews American Society for Microbiology. 1995.
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Anexo 2
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Grupo Clase Sustrato de 'S::':'f::" Inhibicién Enzimas
Molecular Preferencia o por EDTA representativas
clavulanico
Enzimas Ampc
1 C Cefalosporinas - - de Gran
negativos MRI-1
2 A Penicilinas + i Penicilinasa de
Gram positivos
b A Penicilinas y + ) TEM-1, TEM-26,
Cefalosporinas SHV-1
Penicilinas,
Cefalosporinas TEM-3 a TEM-26
2be A de espectro + - SHV-2 a SHV-6
extendido y K-1
monobactames
. TEM-30 a TEM-
2br A Penicilinas +/- - 36 TRC-1
Penicilinas y PSE-1, PSE-3,
2¢ A carbenicilinas * ) PSE-4
Penicilinas y OXA-1 a Oxa 11,
2d D Cloxacilinas +- ” PSE-2
2e A Cefalosporinas + - Cefalosporinasas
de P. vulgaricus
Penicilinas, MNC-A de E.
of A Cefalosporinas + ) Cloacae, Sme-1
y de S.
Carbapenems marcescens
Lalm::\yorla de L-1des.
3 B B- adlamascas ; + maltophilia CcrA
Inciuyendo de B. fragilis
Carbapenems

* Tomado de Tomado de Livermore, D. et al.

B-Lactamases in Laboratory and Clinical

Resistance. Clinical Microbiology Reviews American Society for Microbiology. 1995.
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