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Resumen

Objetivo. Determinar la presencia de beta-
lactamasas de espectro extendido (BLEE) y su
prevalencia en aislamientos de Escherichia coli
y Klebsiella. pneumoniae causa de infeccion
hospitalaria en una clinica de Villavicencio.

Metodologia. Se analizaron 50 aislamientos,
29 de E. coliy 21 de K. pneumoniae prove-
nientes de pacientes hospitalizados en una clini-
ca de segundo nivel de la ciudad de Villavicen-
cio; se emplearon los métodos de difusion de
disco de CLSI'y el método confirmatorio para la
deteccion de las BLEE de MicroScan® ESBL.

Resultados. De 50 aislamientos, 3 (6%) pre-
sentaban BLEE, 2 K. pneumoniaey 1 E. coli.
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Estos aislamientos también mostraron resis-
tencia con las fluoroquinolonas y el trimeto-
prim-sulfametoxazol. Los métodos de difusion
de disco de CLSI y MicroScan® ESBL fueron
concordantes en los resultados para la confir-
macion de la produccion de BLEE.

Conclusiones. El estudio permitié demostrar
la produccion de BLEE en K. pneumoniae'y E.
coli en una clinica de Villavicencio. Aunque es
baja la frecuencia de BLEE, se sugiere sequir
el uso restringido de cefalosporinas de terce-
ra generacion y fortalecer los mecanismos de
control de la infeccion.

Palabras clave: beta-lactamasas, espectro
extendido, infeccion hospitalaria, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Villavicencio.

Correspondencia: Salim Mattar, Instituto de Investigaciones
Biologicas del Tropico, Universidad de Cérdoba,
Monteria, Cérdoba. mattarsalim@hotmail.com

Fecha de recepcion: 28/05/2008. Fecha de aceptacion: 01/07/2008



194

Liliana Sanchez | Rodrigo Rios | Salim Mattar

Abstract

Introduction: Multirresistant  microorga-
nisms that produce ESBL are one of the main
problems in hospitals.

Objective: To establish the presence of ex-
tended spectrum B-lactamases (ESBL) in Kleb-
siella pneumonia and Escherichia coli that
produce nosocomial infections in a clinic in
Villavicencio, Colombia.

Methods: 50 strains were studied, 29 K.
pneumoniae and 21 E. coli, from patients
with nosocomial infections at a clinic in Vi-
llavicencio; CLSI disk diffusion of the test and
ESBL MicroScan® as the confirmatory method
were used.

Results: ESBL producers were determined in
3 of 50 (6%) isolates, 2 of 21 K. pneumoniae
and 1 of 29 E. coli. The disk diffusion proce-
dure recommended by CLSI and MicroScan
® ESBL were in agreement about production
and confirmation of ESBL (p>0.05).

Conclusions: The study showed low ESBL
producers in K. pneumoniae and E. coli in a
second level clinic in Villavicencio. These re-
sults suggest restricting the use of broad spec-
trum B-lactamases cefalosporins to prevent
ESBL dissemination at hospital level.

Key words: extended spectrum B-lactama-
ses, nosocomial, Villavicencio, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae.

Introduccién

En los ultimos 20 anos, se han desarrollado
nuevos antibidticos beta-lactdmicos, disefa-
dos especificamente para ser resistentes a
la accién hidrolitica de las B-lactamasas. Sin
embargo, con cada nueva clase de antibiotico
gue se usa para tratar a los pacientes, emergen
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nuevas B-lactamasas que causan resistencia.
No es sorprendente que aparezca resistencia
a antibidticos beta-lactdmicos de amplio es-
pectro debido a B-lactamasas que emergen
a gran velocidad; la primera de esas enzimas
capaz de hidrolizar los nuevos antibidticos se
encontré en una cepa de Klebsiella ozaenae y,
debido a su amplio espectro de actividad, se le
denominé B-lactamasa de espectro extendido
(BLEE)'2.

Actualmente, se han descrito mas de 150
BLEE en diferentes géneros de Enterobacte-
riaceae, lo que genera la aparicion de resis-
tencia a las cefalosporinas de amplio espectro.
Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli son
patégenos asociados a infecciones hospitala-
rias, especialmente en pacientes de la unidad
de cuidados intensivos®®. En estas bacterias,
las BLEE son las responsables de la resistencia
al aztreonam y a las cefalosporinas de tercera
generaciéon, como la cefotaxima, la ceftriazo-
nay el ceftazidime®.

La prevalencia de la produccién de las BLEE
varia geograficamente y la administracién in-
discriminada de cefalosporinas de amplio es-
pectro es un factor comun en las instituciones.
Existen factores de riesgo especificos para ad-
quirir una cepa productora de BLEE, como una
estadia prolongada en el hospital, la seriedad
de la enfermedad, el tiempo de permanencia
en la unidad de cuidados intensivos, la intuba-
cion y la respiracion mecanica asistida, el uso
de catéteres urinarios o arteriales y la exposi-
Cion previa a los antibidticos. Muchos de los
pacientes infectados con cepas productoras
de BLEE se encuentran en la unidad de cui-
dados intensivos aunque la infecciéon también
puede ocurrir en la sala de cirugia y en otras
areas del hospital’.

Las BLEE pueden también ser codificadas por
plasmidos, lo cual facilita la transferencia en-
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tre diferentes tipos de cepas y, ademas, se pre-
sume que pueda transferirse a la flora normal
de los pacientes?.

En Colombia la aparicion y diseminacion de
las BLEE han sido bien estudiadas. Sin embar-
go, en este proceso no se han incluido todas
las ciudades. Por ello, la deteccién de BLEE en
E. coliy K. pneumoniae aisladas de infeccio-
nes en humanos en Villavicencio, se convierte
en una necesidad que facilitaria el entendi-
miento de la resistencia antimicrobiana y su
epidemiologia en esta zona del pafs.

Materiales y métodos

Tipo de estudio, calculo del tamano
de la muestra y tipo de muestra.

Se llevé a cabo un estudio descriptivo, pros-
pectivo y observacional. Los pacientes inclui-
dos en el estudio adquirieron infeccion hos-
pitalaria por E. coli y K. pneumoniae durante
el afo 2007 en una clinica de Villavicencio.
Se definié como infeccion hospitalaria aquélla
gue no estaba presente ni incubandose en el
momento de la hospitalizacion y que se pre-
sentd entre 48 y 72 horas después de la ad-
mision’.

Para el calculo del tamafo de la muestra, se
tuvo en cuenta que la clinica cuenta con 56
camas y pertenece al segundo nivel de aten-
cion. Se aislaron 1.600 gérmenes en el 2006;
de ellos, 15% fueron bacterias Gram negati-
vas hospitalarias. Con base en ello, se calculd
el tamafo de la muestra con un error maximo
permisible de 1% (Epilnfo, version 6.04). Se
debian analizar 55 gérmenes por afo. El ana-
lisis estadistico se hizo con un error del 5%
para considerarlo significativo.

Los gérmenes provenian de muestras de
urocultivo (n=24), hemocultivo (n=6), absce-
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sos (n=4), heridas quirurgicas (n=9), secrecién
oro-traqueal (n=2) y liquido peritoneal (n=5).
Todos los microorganismos se identificaron
por el sistema APl 20E (Biomerieux SA, Marcy
I'Etoile, France). La informacién clinica y mi-
crobiolégica de los pacientes se registré en un
formulario disefiado para tal efecto.

Estudio microbiolégico. Las muestras se
cultivaron en medios estandar de cultivo y se
transportaron en sistemas de recoleccion y
transporte para bacterias aerobias con carbén
activado BBLTM Cultura swab plus TM (Bec-
ton Dickinson Microbiology Systems, France
SA), al Instituto de Investigaciones Bioldgicas
del Tropico de la Universidad de Cérdoba en
Monteria, para la realizacién de las pruebas
correspondientes. Durante el estudio, las bac-
terias se mantuvieron a -70°C en leche des-
cremada.

Determinacion de la susceptibilidad. Se
realizo el método de difusion de disco en
placas de agar Mueller-Hinton para 9 anti-
bidticos (cefotaxima [30 ug], ceftazidima [30
ugl, cefpodioxima [10 pgl, aztreonam [30
Hgl, imipenem [10 ug], ciprofloxacina [5 ug],
gentamicina [10 ug], netilmicina [30 pg] vy
trimetoprim-sulfametoxazol [25 pg]. También
se utilizaron discos con cefalosporinas com-
binadas (cefpodoxima/clavulonato [10/1 ug],
cefatzidime /clavulonato [30/10 pg]) (Oxoid,
Basingstoke, Reino Unido).

Concentracion inhibitoria minima. Se
realizé mediante el sistema MicroScan® Neg
Combo Panel Type 32 (Dade Behring, USA).
La interpretacién de los resultados se hizo con
base en las indicaciones del Clinical and Labo-
ratory Standards Institute (CLSI)®°.

Deteccion de BLEE por difusion de dis-
co. Como estrategia de tamizacion para la
deteccién de BLEE se utilizd el método de
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difusion de disco con los siguientes antibioti-
cos: ceftazidima [30 pg], cefotaxima [30 pg],
y aztreonam [30 pg], siguiendo las normas del
CLSI®».

Deteccion de BLEE por MicroScan®. La
confirmacion de las cepas productoras de BLEE
se llevd a cabo por el método de MicroScan®-
ESBL plusTM (Dade Behring, CA, USA) que
contiene concentraciones dobles seriadas de
amikacina [4 -32 pg/ml] , ampicilina/sulbac-
tam [8/4-16/8 pg/ml], ampicilina [8-16 pg/ml],
aztreonam [8-16 pg/ml], cefazolina [4-16 pg/
ml], cefepime [2-16 pg/ml], cefotaxima [4-32
ug/ml], cefotetan [16-32 pg/ml], ceftazidima
[2-16 pg/ml], ceftriaxona [8-32 pg/ml], cefu-
roxima [4-16 pg/ml], ciprofloxacina [1-2 pg/
ml], gentamicina [1-8 pg/ml], imipenem [4-8
ug/ml], levofloxacina [2-4 ug/ml], meropenem
[4-8 ug/ml], moxifloxacina [2-4 pg/ml], pipera-
cilina/tazobactam [8/4-16/4 pg/ml], ticarcilina/
acido clavulanico [16/2 -64/2 pg/ml], tobrami-
cina [1-8 pg/ml], trimetoprim/sulfametoxazol
[2/38 pg/ml]; para este método se siguieron
las recomendaciones del CLSI®®.

Cepas control. Como control de calidad para
todos los métodos se empled la cepa ATCC
700603 de K. pneumoniae productora de BLEE
y la cepa no productora ATCC 25922 de E. coll.

Andlisis estadistico. Se cred una base de
datos en el programa Excel® en la cual se re-
gistraron los datos de la informacion clinica y
microbiolégica. Para analizar los datos y re-
sultados se usod el programa Epilnfo, version
6.04. Se utilizd la prueba de ji al cuadrado
para analizar las diferencias encontradas entre
los gérmenes aislados.

Resultados

Durante el periodo de estudio se detectaron
50 episodios de infecciones por E. coli (n=29)
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y K. pneumoniae (n=21) aislados de diferentes
pacientes. El porcentaje de resistencia de K.
pneumoniae frente a cada uno de los antibio-
ticos evaluados fue el siguiente: cefotaxima
(2/21, 9,52%), ceftazidima (2/21, 9,52%), az-
treonam (3/21, 14,28%), ciprofloxacina (4/21,
19,04%), netilmicina (1/21, 4,76%), trimeto-
prim-sulfametoxazol (5/21, 23,8%), gentami-
cina (1/21, 4,76%); para E. coli, cefotaxima
(1/29, 3,44%), ceftazidima (1/29, 3,44%), az-
treonam (2/29, 6,89%), ciprofloxacina (2/29,
6,89%), netilmicina (1/29,,3,44%), trimeto-
prim-sulfametoxazol (8/29, 27,5%), genta-
micina (2/29, 6,89%), con imipenem hubo
100% de sensibilidad (tabla 1). EI método
de MicroScan® ESBL plus demostréd que dos
aislamientos de K. pneumoniae 'y 1 de E. coli
eran productores de BLEE.
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Tabla 1. Perfil fenotipico de resistencia entre los aislamientos de K. pneumoniae y E. coli

Microorganismo ---Im-----_

S S S S S S S S
S S S S S S R S 1
K. pneumoniae i i i = i = i R !
S S S S S S S R 3
S S R S R S S S 1
R R R S R R S R 1
S S S S S S S S 20
S S S S S S S R 6
E. coli S S S S R R S R 1
S S S S S R S S 1
R R R S R S R R 1

S: sensible; R: resistente; N: nimero de aislamientos

CAZ: ceftazidima, S: <2 pg/ml, R: 22 pg/ml; CTX: cefotaxima, S: <2 pg/ml, R: 22 pg/ml; AZT: aztreonam, S: <2 pg/ml, R: =2 pg/ml; IMI: imipenem, S: <4 pg/ml, R: 4 pg/ml; CIP:
ciprofloxacina, S: <2 pg/ml, R: >2 pg/m; CN: gentamicina, S: <4 pug/ml, R: >8 pg/ml; NET: netilmicina, S: <12 pg/ml, R: =32 ug/ml; SXT: trimetoprim -sulfametoxazol, S: <2/38 pg/<ml,

R >2/38. Regién sombreada: aislamientos productores de BLEE

Los dos aislamientos de K. pneumoniae
productores de BLEE mostraron resistencia a
ampicilina/sulbactam, ampicilina, cefazolina,
cefepime, cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxo-
na, cefuroxima, aztreonam y trimetoprim-sul-
fametoxazol; uno de los aislamientos mostré
sensibilidad a ciprofloxacina, levofloxacina y
moxifloxacina. El aislamiento de E. coli produc-
tor de BLEE demostrd resistencia a aztreonam,
cefazolina, cefotaxima, ceftazidima, cefuroxi-
ma, ciprofloxacina, levofloxacina, moxifloxaci-
na y trimetoprim-sulfametoxazol. En la tabla
2 se presentan las CIM de los aislamientos
productores de BLEE. Los tres aislamientos
productores de BLEE se aislaron de orina, se-
creciéon oro-traqueal y liquido peritoneal que
correspondieron al 33,3% cada uno.

Al comparar los dos métodos de susceptibi-
lidad antimicrobiana, no se encontraron dife-
rencias significativas (p>0,05) entre la prueba
de tamizacién y el método de MicroScan®
ESBL plus.

Discusion

La produccién de BLEE por diversos pato-
genos de importancia clinica constituye un
importante problema en los pacientes hospi-
talizados debido a las implicaciones clinicas, te-
rapéuticas y econdmicas. Los factores de ries-
go para la aparicion de bacterias productoras
de BLEE incluyen la administracién previa de
cefalosporinas de amplio espectro y aminoglu-
cosidos, la estancia hospitalaria prolongada, la

Tabla 2. Concentracion inhibitoria minima (CIM de los aislamientos de K. pneumoniae y E. coli productores de BLEE

—--m-m----

K. pneumoniae >16 >16 >16 >2/38 >16
K. pneumoniae | 32 >16 >16 >16 <4 <1 2 >2/38 | >16 >32 4 <2
E. coli 16 >16 4 >16 <4 >2 <1 >2/38 | >16 >16 >4 >4

CTX: cefotaxima, S: <2 pg/ml, R: >2 pg/ml; CAZ: ceftazidima, S: <2 pg/ml, R: =2 pug/ml; FEP: cefepime; AZT: aztreonam, S: <2 pg/ml, R: =2 pg/ml; IMI: imipenem, S: <4 ug/ml, R:
>4 ug/ml; CIP: ciprofloxacina, S: <2 pg/ml, R: 2 pg/ml; CN: gentamicina, S: <4 pg/ml, R: > 8 ug/ml; STX: trimetoprim-sulfametoxazol, S <2/38 pg/ml, R >2/38 pg/ml CEF: cefazolina,
S <2 pg/ml, R: 22 pg/ml; CFX: cefuroxima, S <16 pg/ml, R: 216 pg/ml; LVF: levofloxacina, S <4 pg/ml, R: 24 pug/ml; MOX: moxifloxacina, S <4 pg/ml, R: >4 pg/ml
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estancia en la unidad de cuidados intensivos,
el uso de catéteres urinarios y la seriedad de
las infecciones'®2.

Las BLEE son un problema de salud publica
con proporciones alarmantes de prevalencia
en Latinoamérica, que alcanza tasas preocu-
pantes en Colombia, Guatemala, Perd, Méxi-
co, Venezuela, Ecuador, Argentina, Chile,
Panama y Brasil''. La produccion de BLEE
en estos paises mostrd importantes variacio-
nes de un pais a otro, con rangos entre 5% y
73%'. En Colombia, la prevalencia de BLEE,
segun Villegas et al.’ se encuentra por enzima
del 40%. En los estudios realizado por Men-
des et al.’, se informd 27% de BLEE en E. coli
y 44% en K. pneumoniae. En un estudio mas
reciente, Martinez et al.’® encontraron 43%
de BLEE en K. pneumoniae'y 20,5% en E. coli.
Villanueva et al." en hospitales de la Costa
Atlantica reportaron 40% de K. pneumoniae
productoras de BLEE y 17,6% en E. coli. En
la zona andina colombiana se han encontra-
dos prevalencias mas bajas, entre 10% y 13%
para E. coliy de 30% para K. pneumoniae'®.
El presente estudio encontré 6% de BLEE en
todos los aislamientos, 9,52% para K. pneu-
moniae'y 3,44% para E. coli.

La utilizacion de cefalosporinas de tercera
generacion ejerce una presion importante en
las bacterias Gram negativas. Esto ultimo ge-
nera un problema en Latinoamérica, ya que
el 50% de las infecciones hospitalarias son
tratadas con antibiéticos beta-lactamicos y
cerca del 70% de las infecciones de los pa-
cientes extrahospitalarios son tratadas con
cefalosporinas, lo cual sugiere la existencia de
una fuerte presion selectiva en esta zona de
América'®2,

En un estudio de Paterson?' se informé que
mas del 50% de las bacteriemias causadas por
K. pneumoniae tratadas con cefalosporinas
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de tercera generacion presentaron fallas tera-
péuticas en la respuesta clinica. Los reportes
en la literatura no son concluyentes para de-
terminar si la restriccion de las cefalosporinas
de tercera generacién es suficiente para con-
trolar las infecciones causadas por organismos
productores de BLEE??. Variables como la ca-
pacidad de endemia de los microorganismos
productores de BLEE en los hospitales pueden
incrementar los indices de mortalidad cuando
se usan antibiéticos B-lactamicos??.

Otros autores?® consideran que es Util el uso
de cefepime como estrategia eficaz en el tra-
tamiento de las infecciones causadas por gér-
menes productores de BLEE como E. coli y K.
pneumoniae ya que, desde el punto de vista
farmacodinamico, mantiene mejor actividad
que la piperacilina y el tazobactam. No obs-
tante, el reemplazo de las cefalosporinas de
tercera generacion por el cefepime24 podria
en cierta forma cambiar de problemay en cor-
to tiempo se tendria una epidemia de micro-
organismos productores de AmpC.

Cabe anotar que el nimero de muestras
analizadas en nuestro estudio fue limitado y
no permite obtener conclusiones definitivas.
Sin embargo, este estudio detecté la presen-
cia de cepas productoras de B-lactamasas, lo
cual constituye una alarma debido al riesgo
gue constituyen y a la posibilidad del comien-
zo de un problema de resistencia ya que es
una clinica de segundo nivel, lo que podria
suponer que el tercer nivel ya se encuentra
amenazado por las BLEE. Se necesita realizar
mas estudios en otros centros de Villavicencio
con el fin de hacer un anélisis mas profundo
de la situacion.

En conclusion, la presencia de BLEE en K. pneu-
moniaey E. coli en una clinica de segundo nivel,
sugiere, entre otras cosas, restringir el uso de
B-lactdmicos de amplio espectro e implementar
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medidas rigurosas de higiene para el control de
las infecciones y la prevencion de la disemina-
cién de microorganismos productores de BLEE
en el ambiente hospitalario.
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