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Determinacion de B-lactamasas de espectro extendido en gérmenes nosocomiales del
Hospital San Jerénimo, Monteria

Pedro Martinez, Bact.!, Maximo Mercado, M.D.?, Salim M attar, Ph.D.3

RESUMEN

Objetivo: Este estudio tuvo como objetivos establecer 1a prevalencia de -lactamasas de
espectro extendido (BLEE) en bacilos Gram negativos nosocomialesy comparar tres
métodos para su identificacion.

Materiales y métodos: Se estudiaron en el Hospital San Jerénimo (HSJ) de Monteria
durante los afios 2001 y 2002, 201 microorganismos aislados de pacientes con infeccién
nosocomial. Para identificar la presencia de BLEE se tuvo en cuenta la actividad
hidrolitica sobre |la ceftazidima que midié el sinergismo del acido clavulanico en combi-
nacion con ceftazidima. Para comparar los métodos de identificacién de BLEE, se
utilizaron los propuestos por € National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLYS) difusion de disco, la concentracion minima inhibitoria (CMI,) y € método de
combinacion de disco de Jarlier.

Resultados: Los resultados mostraron que 86 (43%) de 201 gérmenes fueron productores
de BLEE. Se presentaron BLEE en 24 (63%) de 38 Acinetobacter baumannii, 11 (61%) de
18 Enterobacter spp, 17 (46%) de 37 Klebsiella pneumoniae, 22 (38%) de 58 Pseudomonas
aeruginosa, 5 (31%) de 16 Proteus mirabilis y 7 (20.5%) de 34 Escherichia coli. Al
comparar los métodos de identificacion no se presentaron diferencias entre si (p>0.05).
Los resultados muestran una prevalencia alta de BLEE (43%) en los bacilos Gram
negativos nosocomiales del HSJ de Monteria.

Conclusiones: El estudiologr6 demostrar laimportancia delosmétodosdeidentificacion
de BLEE como apoyo para la correcta instauracion de la terapia antimicrobiana en
gérmenes nosocomiales y sobre esta base sugerir la implementacion de medidas de

vigilancia que prevengan y disminuyan la diseminacién de BLEE en este hospital.

Palabras clave: 3-lactamasas espectro extendido. Hospital. Prevalencia. Enterobacteriaceae.

Las B-lactamasas de espectro ex-
tendido (BLEE) son enzimas hidro-
|iti cas derivadas de -lactamasas TEM
y SHV por unao més substitucionesde
aminoécidos que confieren resistencia
a los antibi6ticos oxyimino f-
lactamicos; muchas de estas enzimas
no muestran un aumento significativo
en la concentracion minimainhibitoria
(CMI) lo que dificulta su identifica-
cion. La actividad hidrolitica de las
BLEE esinhibidain vitro por el &cido
clavulanico, ademaslasBLEE no afec-
tan las cefamicinas (cefoxiting, cefo-

No-fermentadores. Monteria.

tetan), ni los carbapenems!. Las BLEE
mediadas por plasmidos se identifica-
ron por primera vez en Klebsiella
pneumoniaeen Alemaniaen 19832 Las
infeccionesnosocomial es causadas por
miembros de la familia Enterobac-
teriaceae productores de BLEE son un
importante problemade salud queseha
incrementado'y diseminado rapidamen-
te en todo e mundo. Los gérmenes
productores de BL EE prolongan la du-
racion de las hospitalizaciones y au-
mentan |os costos del cuidado de los
pacientes?.
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Las BLEE estdn asociadas con
megaplasmidos transferibles (>100
Kda), que codifican frecuentemente
resistencia cotransferida a amino-
glucésidos, cloranfenical, tetraciclinas
y trimetoprim-sulfametoxazol; estos
megaplasmidos se diseminan rapida-
mente en los ambientes hospitalarios
entre diferentes especies bacterianas.
Las BLEE codificadas por estos ele-
mentos maviles pueden ser adquiridas
deEnterobacteriaceaeresi stentesamul-
tiplesantibiéticoscomo K. pneumoniae
y Escherichia coli®. Los bacilos Gram
negativos son patdégenos nosocomiales
oportunistasy son particularmenteim-
portantes en neumonia asociada con
ventilador, infeccionesurinarias, bacte-
riemias y heridas. Acinetobacter bau-
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mannii, Pseudomonas aeruginosa y
Enterobacter spp son especies predo-
minantes en aislamientos clinicos a
menudo multirresistentes que compli-
can laterapia antimicrobiana*. En mu-
chos centros hospitalarios los carba-
penems se han convertido en la droga
deeleccidn parainfecciones serias cau-
sadas por estos microorgani smos obte-
niéndose mejor actividad en compara-
cién con otros antibi6ticos.

Los resultados de estudios del
Antimicrobial Resistance Surveillance
Program(SENTRY)® quemonitoreala
frecuencia de aparicion y susceptibili-
dad antimicrobiana de patdégenos cau-
santes de infecciones en el mundo, in-
formd en Latinoamérica entre 1997 y
1998 una alta prevalenciade BLEE en
E. coli y K. pneumoniae las cuales su-
peran 40%; frecuencias similares se
encontraron en gérmenes aislados de
neumonias, heridas, infecciones urina-
riasy bacteriemias. Estudiosdel Natio-
nal Nosocomial I nfectionsSurveillance
Systems® (NNIS) realizado entre 1986
y 1993 en EE.UU. en cepas de K.
pneumoniaeinformarontasasde BLEE
dehasta58%. Otro estudiorealizado en
1998 por el programa de vigilancia
epidemioldgica Resisnet” en Latino-
ameérica, informd quelaprevalenciade
BLEE por E. coli en algunos paises
llegacasi a65% Yy en K. pneumoniaela
prevalencia es aun més alta llegando
hasta 73%. Todos estos estudios mues-
tran unavariaci 6n geogréficaen cuanto
alaprevalencia de BLEE en K. pneu-
moniae y E. coli en el mundo.

De otra parte, |os métodos de labo-
ratorio paralaidentificacion de BLEE
son muy importantes en la medida en
que pueden dirigir el tratamiento delas
infecciones causadas por microorga-
nismos productores de estas enzimas.
Aungue |os métodos paralaidentifica-
cién de BLEE han sido estandarizados
sblo paraK. pneumoniaey E. coli, tam-
bién pueden ser identificadas en otros

miembros de la familia Enterobac-
teriaceae y no-fermentadores?. Como
existe un aumento en la produccién de
BLEE en Enterobacteriaceae, esto jus-
tificala necesidad de que los laborato-
rios de microbiologia clinica posean
suficiente experiencia para la identifi-
cacion de estas enzimas en los aisla-
mientos clinicos.

Este estudio se condujo para esta-
blecer laprevalenciade BL EE en baci-
los Gram negativos aislados de infec-
cién nosocomial en el HSJde Monteria
(Cdrdoba) asi como lade comparar tres
métodosparalaidentificaciondeBLEE.

MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio, muestreo, lugar,
calculo del tamafio de la muestra y
tipo de especimenes. Sellevé acabo un
estudio descriptivo prospectivo y un
muestreo no probabilistico de casos
consecutivos. Se incluyeron pacientes
gue adquirieron infeccion nosocomial
por Enterobacteriaceae y bacilos Gram
negativosno-fermentadoresdurantel os
afnos 2001 y 2002 en el HSJ. Lainfec-
cion nosocomia se definié como aque-
Ilainfeccion que no estaba presente ni
incubdndose en el momento de la ad-
misiéon al hospital y que se presentd
entre48y 72 horas despuésdelaadmi-
sion®. Para €l célculo del tamafio de la
poblacion setuvo en cuentaqueen este
hospital se aislaron 6.000 gérmenes en
€l afio 2000; de ellos 15% fueron baci-
|os Gram negativos nosocomiales. Con
base en estos datos, e tamafio de la
muestra se calcul6 con un error méaxi-
mo permisiblede 1% (Epilnfoversion,
1.1.2, 2001, CDC, Atlanta, Ga. USA);
sedebieron analizar 97 gérmenesanua-
les para un total de 194 en dos afios,
casuisticagque seelevé hastauntotal de
201 gérmenesEnterobacteriaceaey no-
fermentadoresai sl adosdepacientescon
infecciones nosocomiales del HSJ. La
vigilanciade las infecciones hospitala-

rias en el HSJ se estableci6 através de
lastasase indicesdeinfeccion mensual
empleandoel programaEpilnfo. El an&
lisisestadistico sehizoconunerror afa
de 5% para considerarlo significante.

Aislamientosbacterianos. Se obtu-
vo untotal de201 aislamientosclinicos
nosocomiales no repetitivos de Entero-
bacteriaceae y bacilos Gram negativos
no-fermentadores en el Laboratorio de
Microbiologia del HSJ de Monteria.
Este hospital tiene una capacidad de
204 camas y pertenece a nivel 11 de
atencion. Delos 201 gérmenes, 58 fue-
ron P. aeruginosa, 38 A. baumannii, 37
K. pneumoniae, 34 E. coli, 18
Enterobacter spp y 16 Proteus mira-
bilis. Los gérmenes provenian de los
servicios de la Unidad de Cuidados
Intensivos (UCI), cirugia, medicinain-
ternay pediatria. Las muestras de las
gue se obtuvieron losmicroorganismos
fueron: sangre, fluidos corporales,
secreciones bronquiales y de herida,
orina, catéter, absceso hepético. Todos
los microorganismos se identificaron
por e sistema APl 20E (Biomerieux
SA, Marcy |‘Etoile, France).

Transporte y preservacion de los
aislamientosbacteriales. Lasmuestras
se cultivaron en medios de cultivos
estandares y se transportaron en siste-
mas de recoleccién y transporte para
bacteriasaerobiasy anaerobiascon car-
bon activado BBL™ Culture swab
plus™ (Becton Dickinson Microbio-
logy Systems France SA), a Instituto
de Investigaciones Bioldgicas del Tro-
pico (IIBT), paralaredizacién de las
pruebas correspondientes. Durante €l
estudio las bacterias se mantuvieron a
-70°C en skim milk.

Pruebas de susceptibilidad y méto-
dos para la identificacion de BLEE.
Paralaidentificacion de BLEE se em-
plearon tres métodos: difusion de dis-
co, concentracion minima inhibitoria
en caldo (CMI,) ambosdel National
Committee for Clinical Laboratory
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Cuadro 1

Porcentaje de resistencia a diferentes antibioticos y comparacion de las cepas

productoras y no productoras de BLEE

Antibiético P. aeruginosa (n=22) A.baumannii (n=24) Enterobacter sp (n=11) K. pneumoniae (n=17) P. mirabilis (n=5) E. coli (n=7)
BLEE BLEE BLEE BLEE BLEE BLEE
+ - + + - + + - +
SXT 100 64 79° 64° 64° 43" 76° 30° 100 18 100 59
CN 73 14 42° 50° 274 282 417 02 80 0 43 22
AK 59 0 29° 43° 92 142 182 02 8 0 14 3
CAZ 100 0 100° 0° 100° 0° 1007 02 100 0 100 0
IMI 9 0 212 212 02 02 0° 0° 02 02 02 02
CIP 68 14 544 572 73° 43" 18° 15° 80 9 100 44
AMC 100 67 79 57 64° 43" 702 30° 60 18 574 522

SXT: trimetoprim-sulfametoxazol; CN: gentamicina; AK: amicacina; CAZ: ceftazidima; IMI: imipenem; CIP: ciprofloxacina; AMC: amoxicilina/acido

clavulanico a: p>0.05 b: p<0.05

Standards (NCCLS)®°y combinacion
de disco de Jarlier™.

Para el método de difusion dedisco
del NCCLS® se utilizd una concentra-
cién de bacterias con 0.5 de Mcfarland
(10°-10° UFC/ml); serealiz6 un inocu-
lo masivo sobre la superficie del agar
| sosensitest® (Oxoid, Basingstoke, UK)
y luego se colocaron sensidiscos de
ceftazidime[30ug], ceftazidime/clavu-
lonato [30/10ug], cefotaxima [30ug],
ceftriaxona [30ug], aztreonam [30ug],
cefepime [30ug], cepodoxima [10ug],
cepodoxima/ clavulonato [10/1ug],
cefalotina [30ug], cefoxitin [30ug],
imipenem [10ug], gentamicina[10ug],
amicacina[30ug], ciprofloxacina[5ug],
trimetoprim-sulfametoxazol [25ug] vy
tazobactam/ piperacilina [30/ 10ug]
(Oxoid, Basingstoke, UK). Las placas
de agar se incubaron por 24 horas, la
resistenciao sensibilidad delosgérme-
nes se interpreté por la medida de los
diametros de los halos de inhibicion.
Los diametros de zonas de <22 mm
para ceftazidime y cepodoxima sugie-
ren la presencia de BLEE®.

Parael método dedilucién en caldo
(CMI,,) recomendado por el NCCLS",
se utiliz6 una concentracion de bacte-
riascon0.5deMcfarland (10°-10° UFC/
ml) y se emplearon concentraciones
dobles seriadas delos antimicrobianos.
LaCMI,, seconsideré comolaconcen-
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tracion mas baja del antimicrobiano
gueinhibiael crecimiento del microor-
ganismo a 35°C durante 24 horas. La
NCCL Sconsideraque CMI , >2 ug/ml
deceftazidime, cefotaxima, ceftriaxona
0 aztreonam confirma un germen pro-
ductor de BLEE.

La identificacion de BLEE por €l
método de combinacion de disco de
Jarlier et al .1, sedetermind por el incre-
mento de >5 mm en el didmetro de la
zona de ceftazidime/clavulonato [30/
10ug] comparado con sdlo ceftazidime
[30ug]; deigual formael aumentoenel
diametro de cepodoximal/clavulonato
comparado con solo cepodoxima con-
firmé la presencia de un germen pro-
ductor de BLEE™.

Cepas control e interpretacién de
los andlisis de laboratorio. Se utilizo
como control BL EE negativolacepade
E. coli ATCC 25922 y como control
BLEE positivo la cepa de K. pneumo-
niaecATCC 700603. Con€l findeevitar
posibles sesgos de informacion en el
estudio, todaslaslecturas paralainter-
pretacion de BLEE fueron observadas
por solo dos personas con suficiente
experiencia en estas técnicas.

Andlisisestadistico. Parael andlisis
de las significancias de las diferencias
encontradas entre los tres métodos de
comparacion de BLEE, lasfrecuencias
y laresistencia de los gérmenes encon-

trados se utilizé la prueba de x2. Al ser
un estudio de tipo descriptivo se utili-
zaron parametros estadisti cos para este
tipo de trabajo, como distribucién de
porcentgjesy frecuencias entre |os gér-
menes aislados.

RESULTADOS

Caracterizacion de los aislamien-
tosclinicos. Con lautilizacion del mé-
todo de difusion de disco y concentra-
cion minima inhibitoria en caldo del
NCCLS*®, 86 aislamientos clinicos
incluidos Enterobacteriaceae y no-
fermentadores mostraron resistencia a
ceftazidima, fluoroquinolonas, trime-
toprim-sulfametoxazol y aminogluco-
sidos (p<0.05) (Cuadro 1).

A travésdelautilizacion del méto-
do de combinacioén de disco, latotali-
dad de los 86 (43%) de los 201 micro-
organismos nhosocomiales resultaron
sensibles a sinergismo con € &cido
clavulanico, 1o que confirmé un ger-
men productor de BLEE. La utiliza-
cion del método de dilucién en caldo™
demostré resistencia a ceftazidimacon
CMI,,>8 mg/ml paraK. pneumoniaey
E. coli, para Enterobacter spp, A.
baumannii, P. aeruginosa y P. mira-
bilis; laCMI, fue >32 mg/ml. Lasen-
sibilidad a imipenem en Enterobac-
teriaceae mostr6 CMI,, =1 mg/ml, lo
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gue indica que estos gérmenes produc-
tores de BLEE son altamente suscepti-
blesalos carbapenems. Paralas cepas
productoras de BLEE de A. baumannii
y P. aeruginosa laCMI deimipenem
fue<8 mg/ml, loquesignificaunnivel
de resistencia entre intermedio y bajo
para este antibidtico. La CMI de estas
cepas resistentes a imipenem no exce-
dieronlos64/16 mg/ml de piperacilina/
tazobactam. Fueron resistentes a
trimetoprim-sulfametoxazol, 86% (80
cepas) de los aislamientos de Entero-
bacteriaceae y no-fermentadores pro-
ductores de BLEE; 23% (29 cepas)
fueron resistentes a amicacina'y 65%
(50 cepas) fueron resistentes a cipro-
floxacina (Cuadro 1). Estos resultados
son significativamente diferentes alos
obtenidos con los gérmenes no produc-
tores de BLEE en los que se encontrd
46% (59 cepas) resi stentesatrimetoprim
-sulfametoxazol, 10% (8 cepas) resis-
tentes a amicacina 'y 30% (32 cepas)
resistentes a ciprofloxacina (p<0.05),
por los métodos de difusion de disco® y
dilucién en caldo' (Cuadro 1).
Resistenciaexpresadaen losaisla-
mientosclinicosde Enter obacteriaceae
y no-fermentadores. La ata co-resis-
tencia presentada entre |los agentes 3-
lactdmicos, aminoglucosidos, trimeto-
prim-sulfametoxazol y fluoroquino-
lonassugierelaexistenciadeplasmidos
transferibles en estos microorganismos
y mutaciones responsables de esta re-
sistencia. Es importante resaltar esta
asociacion en A. baumannii que pre-
sentd 73.6% deresi stenciaatrimetoprim
-sulfametoxazol, 60.5% a ciprofloxa
cina, 34.2% a amicacina 'y 21% a
imipenem. En ese sentido, altos por-
centajes de resistencia se encontraron
en P. aeruginosa y Enterobacter spp
(Cuadro 2). Tambiénesimportantedes-
tacar los altos niveles de resistencia a
varias familias de antibi6ticos presen-
tados en los microorganismos produc-
tores de BLEE comparado con los no

productores de BLEE (Cuadro 1). En
Pseudomonas aeruginosa productora
de BLEE se present6 72.7% a genta-
micina, 68% a ciprofloxacina, 59% a
amicacinay 9% imipenem; en P. aeru-
ginosano productoradeBLEE laresis-
tencia presentada fue notablemente in-
ferior que en las productoras de BLEE,
se presentd una resistencia 13.8% a
ciprofloxacina, gentamicinay 0% a
amicacina e imipenem (p<0.05). Esta
diferencia significativa probablemente
sedebaalaaltaasociacion deresisten-
cia que se presentd entre los R3-
lactamicos y otros grupos de antibi6-
ticos; A. baumannii present6 73.6% de
resistencia a trimetoprim-sulfame-
toxazol, 60.5% aciprofloxacina, 63%a
losf3-lactamicos, 34% aamicacina, 21%
a imipenem y 52.6% a tazobactam/
piperacilina; de manera similar se en-
contrd una alta asociacion de resisten-
cia en P. aeruginosa y Enterobacte-
riaceae (Cuadros 1y 2).

Prevalencia de BLEE en Entero-
bacteriaceae. De los 105 aislamientos
deEnterobacteriaceae40 (37.6%) mos-
traron resistencia a ceftazidima y
aztreonam por los métodos de difusion
de disco®, dilucion en caldo™ y combi-
naciéon de disco. La produccion de
BLEE en Enterobacter spp fue 11/18
(61%) en K. pneumoniae 17/37 (46%),
en P. mirabilis 5/16 (31%) y en E. coli
5/34 (20.5%) (Cuadro 2). Los niveles
deresistenciapresentadosaceftazidima
y aztreonam mostraron CMI =8 ug/ml
para K. pneumoniae y E. coli (Cuadro
3). La CMI para estos mismos anti-
bi 6ticosfue>32mg/ml en A. baumannii,
P. aeruginosa, Enterobacter spp y P.
mirabilis; posiblementeestoindiquela
presencia de BLEE tipo SHV (Cuadro
3). En general es diferente la distribu-
cion de Enterobacteriaceae producto-
rasde BLEE enlosservicios hospitala-
rios en donde se obtuvieron estos gér-
menes (p<0.05); sin embargo, existen
algunas relaciones significantes en la

distribucién (p>0.05) degérmenespro-
ductores de BLEE en ciertos pabello-
nes. En ese sentido, ladistribucién de
K. pneumoniae productora de BLEE
fue 41% en UCI, 11.7% en pediatria,
47% en medicina interna y 0% en
cirugia; ladiferenciaen ladistribucion
de BLEE entre los servicios de UCI y
medicina interna no fue significativa
(p>0.05) (Cuadro 4).

Prevalencia de BLEE en no-
fermentadores. De los 96 microorga-
nismos no-fermentadores 46 (47.6%)
mostraron resistencia alasceftazidima
y aztreonam por los métodos de difu-
sién de disco®, dilucion en caldo' y
combinacion de disco'. En P. aerugi-
nosa laproduccién de BLEE fue 22/58
(38%) y en A. baumannii fue 24/38
(63%) (Cuadro 2). Asimismo en las
cepas productorasde BLEE 4 (18%) de
22 cepas de P. aeruginosa presentaron
resistencia a ceftazidima y aztreonam
con CMI| >32 ug/ml y CMI para
imipenem de 2 mg/ml lo que posible-
mente indique la presencia de BLEE
tipo PER (Cuadro 3). En 5 (22.7%) de
22 cepas de P. aeruginosa presentaron
alto nivel de resistencia a ceftazidima
CMI >32 ug/ml con aztreonam los ni-
veles de resistencia fueron bajos CMI
<4 ug/ml, lo que presume laexistencia
deBLEEtipo OXA-11, OXA-14 (Cua-
dro3). En11(50%) de22P. aeruginosa
y 19(79%) de 24 cepasde A. baumannii
se presentd resistencia caracteristica a
la expresada por la mayor parte de la
produccion de BLEE tipo SHV con
CMI paraceftazidimay aztreonam >32
mg/ml y CM|I paraimipenem =1 pug/mi
(Cuadro3). Laresistenciaaceftazidima,
aztreonam eimipenem seencontro en 2
(9%) de 22 P. aeruginosay 5 (21%) de
24 A. baumannii; estefenotipoderesis-
tencia ampliado de ceftazidima,
aztreonam e imipenem, permite tam-
bién presumir la existencia de p-
lactamasas clase molecular D de los
tipos OXA-25, OXA-26 y OXA-27
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Cuadro 2
Susceptibilidad antimicrobiana de bacterias Gram negativas ante diferentes grupos de antibiéticos
Cepa Antimicrobiano ~ RangoCMI, pug/ml Mediana de la CMI, % de Resistencia % de BLEE
A. baumannii (n=38) Amicacina 4-128 14 34.2 63.0
Trimetoprim-
Sulfametoxazol 1/19-8/152 7.2/107.6 73.6
Imipenem 0.5-32 3.8 21.0
Ciprofloxacina 0.06-32 9.2 60.5
Ceftazidime 1-32 18 63.0
Aztreonam 1-32 12 63.0
Tazobactam-
Piperacilina 4/1-256/32 47.4/6.1 52.6
Cefoxitin 2-32 3.9 0.0
Enterobacter spp (n=18) Amicacina 4-128 9.8 11.1 61.0
Trimetoprim-
Sulfametoxazol 1/19-8/152 3.4/68.6 50.0
Imipenem 0.5-32 0.7 0.0
Ciprofloxacina 0.06-32 12.06 61.0
Ceftazidime 1-32 19.9 61.0
Aztreonam 1-32 19.9 61.0
Tazobactam-
Piperacilina 4/1-256/32 77112.2 44.4
Cefoxitin 2-32 3.8 0.0
K. pneumoniae (n=37) Amicacina 4-128 13.3 13.5 46.0
Trimetoprim-
Sulfametoxazol 1/19-8/152 2.8/53.2 51.3
Imipenem 0.5-32 0.7 0.0
Ciprofloxacina 0.06-32 6.8 324
Ceftazidime 1-32 14.6 46.0
Aztreonam 1-32 10.2 46.0
Tazobactam-
Piperacilina 4/1-256/32 10/1.7 10.8
Cefoxitin 2-32 3 0.0
P. aeruginosa (n=58) Amicacina 4-128 20.2 17.2 38.0
Trimetoprim-
Sulfametoxazol 1/19-8/152 >8/152 100.0
Imipenem 0.5-32 1.08 3.4.0
Ciprofloxacina 0.06-32 7.3 36.2.0
Ceftazidime 1-32 12.7 38.0
Aztreonam 1-32 12.7 40.0
Tazobactam-
Piperacilina 4/1-256/32 24.5/3.5 31.0
Cefoxitin 2-32 4 0.0
Proteus mirabilis (n=16) Amicacina 4-128 6.2 25.0 31.0
Trimetoprim-
Sulfametoxazol 1/19-8/152 1.7/34.3 31.2
Imipenem 0.5-32 0.7 0.0
Ciprofloxacina 0.06-32 6.03 31.0
Ceftazidime 1-32 10.6 31.0
Aztreonam 1-32 10.6 31.0
Tazobactam-
Piperacilina 4/1-256/32 22/3.5 25.0
Cefoxitin 2-32 2.4 0.0
E. coli (n=34) Amicacina 4-128 4 2.9 20.5
Trimetoprim-
Sulfametoxazol 1/19-8/152 4.6/87.5 50.0
Imipenem 0.5-32 0.5 0.0
Ciprofloxacina 0.06-32 6.7 41.5
Ceftazidime 1-32 6.4 20.5
Aztreonam 1-32 5.2 20.5
Tazobactam-
Piperacilina 4/1-256/32 6/1.5 0.0
Cefoxitin 2-32 2.3 0.0

(Cuadro3). Ladistribuciondelosaisla- larios en donde se obtuvieron estos tribucion de gérmenes productores de
mientos de no-fermentadores produc- gérmenes fueron diferentes (p<0.05); BLEE en algunos pabellones (Cuadro
toresdeBLEE enlosservicioshospita-  en contraste, existid relacién enladis- 4). La distribucién de A. baumannii
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Cuadro 3
Fenotipos de resistencia a ceftazidima, aztreonam e imipenem y posibles tipos de BLEE
Microorganismo CMI (pg/ml) Inhibicién por clavulonato Posible tipo % de BLEE
CAZ AZT Ml Jarlier et al.*° de BLEE en el estudio
A. baumannii >32 >32 1 + SHV 79
>32 >32 8 - OXA?2 21
P. aeruginosa >32 >32 2 + PER 18
>32 <4 2 - OXAP 23
>32 >32 1 + SHV 50
>32 >32 8 - OXA? 9
K. pneumoniae °© 8 8 1 + SHV 94
Enterobacter spp >32 >32 1 + SHV 100
P. mirabilis >32 >32 1 + SHV 100
E. coli 8 8 1 + SHV 100

CAZ: ceftazidime, AZT: aztreonam, IMI: impenem
a. B-lactamasas de la clase molecular D posiblemente tipos OXA-25, OXA-26 y OXA-27

b. BLEE tipo OXA-11, OXA-14

. 1 (6%) de 17 K. pneumoniae presentaron fenotipo de resistencia similar alas BLEE tipo CTX-M

Cuadro 4

Porcentaje de distribucién de los gérmenes productores de BLEE por servicios

Gérmenes A.baumannii  P.aeruginosa K.pneumoniae Enterobacter spp E.coli P.mirabilis
Servicio % (n=24) % (n=22) % (n=17) % (n=11) % (n=7) % (n=5)
UCI 70.8 59.0 41.0 36.3 42.8 80.0
Pediatria 8.3 0.0 11.7 18.0 0.0 40.0
Med Interna 8.3 22.7 47.0 36.3 28.5 60.0
Cirugia 12.5 18.0 0.0 9.0 28.5 0.0
Total 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0

productor de BLEE fue 70.8% en UCI,
8.3% en pediatria, 8.3% en medicina
internay 12.5% en cirugia; no existié
diferencia (p>0.05) en la distribucion
de BLEE entre los servicios de cirugia
y medicinainterna (Cuadro 4).

Se encontré resistenciaaimipenem
asociadacon amicacina, gentamicinay
ciprofloxacina sin existir resistencia a
ceftazidimay aztreonam en 3 (21.4%)
de 14 A. baumannii lo que presume la
existenciade mutacionesen las porinas
de estas cepas o0 la presencia de meca-
nismos de eflujo (pump efflux). Este
fenotipo deresistenciano fueencontra-
do en P. aeruginosa. El porcentaje de
distribucién de los aislamientos no-
fermentadoresy |os servicios en donde
se obtuvieron estos gérmenes aparecen
en el Cuadro 4.

Métodos de identificacion de
BLEE. Los método difusién de disco®,
concentracion minima inhibitoria en

caldo'® y combinacion de disco'* deter-
minaron la produccion de BLEE en 86
de 201 Enterobacteriaceae y no-
fermentadores, no existieron diferen-
cias entre los resultados hallados por
estos métodos (p>0.05) (Cuadro 5).

DISCUSION

Es un estudio multicéntrico reali-
zado en once paises |atinoamericanos
Mendes et al.*2, hubo tasas de BLEE
gue superaron 40%; en Colombia, se
encontraron 27% de BLEE en E. coli y
44% en K. pneumoniae. Estastasas son
similares a las halladas en el presente
estudio, donde se encontré 43% de
BLEE paratodos|os ai slamientos estu-
diados, para K. pneumoniae 46% y en
E. coli 20.5% (Cuadro 2). De acuerdo
con los datos mostrados por Mendes et
al.2, en Colombia ha permanecido es-
table el porcentgje de infeccién por

gérmenes productores de BLEE. Los
altos indices de BL EE son marcadores
clinicos importantes que deben condu-
cir alatomadedecisionesparainterve-
nir y prevenir atos indices de morbi-
mortalidad quelos gérmenes producto-
res de BLEE pueden ocasionar en pa-
cientesintrahospital arios. Deotrolado,
estos gérmenes poseen resistencia
cotransferidaatrimetoprim-sulfameto-
xazol y ala mayoria de los aminoglu-
césidos®; esta resistencia también se
encontré en la presente investigacion
(Cuadro 1).

Laproduccién de BLEE enlosais-
lamientos clinicos nosocomiaes del
presente estudio fueron las responsa-
bles de |la resistencia a los agentes (-
lactémicos de amplio espectro. Proba-
blemente la produccion de BLEE en
estas cepas no sol o se debaalaexisten-
cia de plasmidos transferibles que ex-
presan resistencia cotransferida a ami-
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Cuadro 5
Comparacion de los métodos de
determinacién de BLEE

Gérmenes Método 1* Método 2* Método 3*
A. baumannii® 24 24 24
P. aeruginosa® 22 22 22
K. pneumoniae?® 17 17 17
Enterobacter spp ® 11 11 11
P. mirabilis® 5 5 5
E. coli? 7 7 7

* No existen diferencias entre los tres métodos
utilizados (p>0.05); losresultados en porcentaje
serefieren alaidentificacion de BLEE.
Diametro de zonadeinhibicion paraceftazidima
<22mm sugiere BLEE; CMI,, =2 pg/ml para
ceftazidima sugiere BLEE. El aumento en el
halo de inhibicion de =5 mm para ceftazidima/
clavulonato comparado con ceftazidime confir-
maBLEE.

a. Valores obtenidos CMI =8 ug/ml para
ceftazidima; sinergismo de ceftazidima/
clavulonato comparado con ceftazidima y
cepodoxima/clavulonato comparado con
cepodoxima.

b. Valores obtenidos CMI >32 ug/ml para
ceftazidima; sinergismo de ceftazidima/
clavulonato comparado con ceftazidima.

noglucésidos y trimetoprim-sulfame-
toxazol®, sino también a la presencia
de otros elementos genéticos moviles
como transposones e integrones que
codifican estos atos niveles de resis-
tenciaasociados con variasfamilias de
antibiéticos#, o la existencia de muta-
ciones en las porinas de membrana que
causan resistencia a las fluoroqui-
nolonas y carbapenems en el caso de
los no-fermentadores!>2e.

Lapresenciadeplasmidosenel HSJ
es un factor de riesgo pues su elimina-
cion sevuelve dificil por laresistencia
cotransferida mencionada antes, por lo
gue las medidas para evitar la alta pre-
sion selectiva producida por estos
antibi 6ticos sugiere unamejor vigilan-
ciaepidemiol6gicay laposibleinstau-
racién derotacién de antibi6ticoscomo
estrategia de racionalizacion de la ad-
ministracién de antibioticos®.

Los resultados de este estudio mos-
traron latotalidad de los 40 aislamien-
tos de Enterobacteriaceae productores
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deBLEE(17K. pneumoniae, 11 Entero-
bacter spp, 7 E. coli y 5P. mirabilis); el
mayor porcentaje de produccion de
BLEE se present6 en Enterobacter spp
(11/18, 61%) y no en K. pneumoniae
(17/37, 46%) (Cuadro 2), por lo que
puederepresentar el principal reservorio
de aislamientos entéricos productores
de BLEE®. La resistencia de Entero-
bacter spp a las cefal osporinas de am-
plio espectroy aztreonam sedebi6 ala
produccién deBLEE y noaotrotipo de
B-lactamasascomoAmpCoCMY . Esto
sedebeal sinergismo mostrado del &ci-
do clavulanico en combinacion con
ceftazidima comparado con solo cefta-
zidimay por la ausencia de resistencia
a cefalotina, cefoxitin y la estabilidad
de cefepime frente a estas cepas. Sin
embargo, aunqueel NCCL Sno haesta-
blecido guias paralaidentificacion de
B-lactamasas AmpC, la existencia de
estasenzimasen losaislamientosclini-
cos se puede presumir con base en la
resi stenciadecefatizidima/clavul onato,
cefoxitin, cefotetan y estabilidad frente
a cefepime. Estos fenotipos también
fueron tenidos en cuenta paralaidenti-
ficacion de BLEE en P. mirabilis, P.
aeruginosay A. baumannii. El perfil de
resistencia mostrada hacia la cefta-
zidima, aztreonam e imipenem en los
aislamientos nosocomiales de Entero-
bacteriaceae y no-fermentadores per-
miten presumir la existencia de BLEE
tipo SHV, B-lactamasas de la clase
molecular D tipo OXA-25, OXA-26y
OXA-27%, BLEE tipo PER® y BLEE
tipo OXA-112y OXA-14%2(Cuadro 3);
estostiposparticularesde 3-lactamasas
también se han encontrado en aisla-
mientos clinicos en Chile, Argentina,
Uruguay, Franciay Bélgica®.

De otraparte, los resultados de este
estudio, mostraron resistencia aimipe-
nem en P. aeruginosa (3.4%) y A.
baumannii (21%) aislados de diferen-
tesservicioshospitalarios, sobrelabase
delosresultadosdesensibilidad conlas

cefalosporinas, cefamicinas y p-lactéa
micos en combinacion con inhibidores
dep-lactamasasy carbapenems. Espro-
bable que haya enzimas carbapene-
masas en estos gérmenes, |0 que oca-
sionaria un problema clinico y epide-
miol 6gico importante. En ese sentido,
datos del programa SENTRY ® indican
que 28% de las cepas de P. aeruginosa
fueron resistentes a imipenem; Acine-
tobacter spp mostré 9% de resistencia
aimipenem. El hallazgo de estos pat6-
genoses preocupantey hacedificil rea-
lizar recomendaciones de tratamiento
antibi 6tico empirico parapacientesgra-
vemente enfermos™?*. No obstante, €l
uso de carbapenems es una buena op-
cionterapéuticaparatratar lasinfeccio-
nes causadas por gérmenes producto-
res de BLEE; en este estudio se encon-
tro que 39/46 (85%) delosbacilosGram
negativos no-fermentadores producto-
res de BLEE fueron sensibles a imi-
penem. Sin embargo, €l uso de estos
agentes debe ser bien moderado y cau-
teloso, pues se pueden sel eccionar gér-
menes resistentes entre pacientes que
reciben carbapenems como tratamien-
to antibidtico empirico. Lamejor alter-
nativaterapéuticaparael manejodelas
infecciones severas causadas por baci-
|os Gram negativos podriaser €l uso de
cefepimaopiperacilinaltazobactam mas
un aminoglucosido en el paciente con-
vencional y asi reservar loscarbapenems
para €l individuo que se sabetiene una
cepa productora de BLEE o que ha
recibido cefalosporinas previamente y
que por tanto, el riesgo de tener un
bacilo Gram negativo resistente es es-
pecialmente alto®.

En el presente estudio de 37 cepas
de K. pneumoniae, 16 mostraron nive-
les atos de resistencia hacia la cefta-
zidimay aztreonam con CMI >32 mg/
ml (43%), lo que permitiria presumir
gue existen BLEE provenientes de los
tipos SHV-2, SHV-5, SHV-7 0 SHV-
12, ampliamente diseminadas en los
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ambientes hospitalarios de EE.UU. y
Europa?®?¢ (Cuadro 3). De 37 cepas de
K. pneumoniae 1 (2.7%) mostro nive-
les altos de resistencia a cefotaxima
CMI >32 mg/ml y baja resistencia a
ceftazidimay aztreonam CMI =4 mg/
ml por lo que podriaexistir unaBLEE
tipo CTX-M, ampliamente disemina-
dasen hospitalesde Argentinay carac-
terizada molecularmente por primera
vez en Colombia como causa de un
brote de infeccion intrahospitalario en
una unidad de cuidado intensivo
neonatal producido por K. pneumoniae
productora de CTX-M grupo 1 en un
hospital deBogot&?’. También sepuede
presumir que el porcentgje de BLEE
tipos SHV-2, SHV-5, SHV-7 y SHV-
12, estén alrededor de 35% por laresis-
tencia mostrada por todos los micro-
organismos hacia ceftazidima, cefota-
Xima, ceftriaxonay aztreonam (Cuadro
3). Estos tipos de -lactamasas tienen
una frecuencia de aparicion de 5% en
losEE.UU y un poco mésataen Euro-
pay €l Pacifico occidental?®3L. De otra
parte, es posible que 18% delas BLEE
identificadasen P. aeruginosa de nues-
tro estudio correspondan a PER-1, por
la resistencia mostrada hacia la cefta-
zidimay aztreonam y 22.7% corres-
pondan a OXA-11 y OXA-14, por la
alta resistencia mostrada solo hacia la
ceftazidima. Estostipos particularesde
BLEE se encuentran cominmente di-
seminados en |os pabellones hospital a-
rios de Europa y Turquia®®? (Cuadro
3). Lapresuntaexistenciadeestostipos
particularesde BL EE podriaexplicarse
por €l rapido aumento y diseminacion
delas BLEE en el mundo, ocasionado
por el abuso de -lactamicos de amplio
espectro y monobactamicos.

El andlisis de los microorganismos
nosocomiales productores de BLEE
mostré que las Enterobacteriaceae pro-
ductorasde BL EE prevalecen altamen-
teenlos servicios de pediatriay medi-
cina interna en comparacion con los

no-fermentadoresproductoresdeBL EE
|os cual es preval ecen en mayor propor-
cion en los servicios de UCI y cirugia
(Cuadro 4). Estos importantes pato-
genos oportunistas (P. aeruginosay A.
baumannii), son de cuidadoso interés,
porque a menudo son multirresistentes
y deterapia antibidticacomplicada. La
ata prevalencia de Enterobacteriaceae
productoras de BLEE en los servicios
de pediatriay medicinainternase debe
presumiblemente a la fuerte presion
selectiva gjercida por € uso de anti-
bi 6ti cos 3-lactamicos de amplio espec-
tro enlasinfeccionesdenifiosy adultos
hospitalizados en el HSJ de Monteria
(Cuadro 4).

Deotraparte, aungquelaspruebasde
identificacion de BLEE en microorga-
nismosdiferentesaK. pneumoniaey E.
coli no han sido estandarizadas, los
autores de este articul o identificaron la
presencia de BLEE en P. aeruginosa,
A. baumannii, Enterobacter spp y P.
mirabilis, debido ala resistencia mos-
trada a ceftazidima y aztreonam CM|
>32ug/mly al sinergismo mostrado del
&cido clavulénico en combinacion con
ceftazidima. Este sinergismo sblo es
potenciado cuando el mecanismo de
resistencia a cefalosporinas de amplio
espectro y aztreonam es producido por
BLEE y no por otros mecanismos de
resistencia tales como alteracion o
delecién de las porinas de membrana o
por bombas de eflujo (pump efflux). El
sinergismomostradopor €l acidoclavu-
| &ni co en combinaci 6n con cepodoxima
solo fue utilizado en K. pneumoniae y
E. coli (Cuadro 5).

Con respecto alastécnicasdeiden-
tificacion de BLEE, se sabe queexisten
diferencias en los resultados obtenidos
anivel delaboratorio. Asi, lostrabajos
de Carter® mostraron diferencias
(p<0.05) al comparar loscriteriosdela
British Society for Antimicrobial
Chemotherapy (BSAC) con los del
NCCLSYy encontraron tasas de BLEE

de 97.7% y 82.2% respectivamente. A
la vez ellos utilizaron la metodologia
propuesta por Jarlier et al.', y encon-
traron tasas de 95.5%, de un total de
180 cepas de Klebsiella spp producto-
rasde BLEE (p<0.05). En contraste, en
los resultados de esta investigacion no
existieron diferencias significativas
(p>0.05) a emplear los criterios de
determinacion de BLEE del NCCL S
y la metodologia propuesta por Jarlier
etal.t. Esposibleque estosmétodosen
laactualidad estédn més estandarizados
anivel deloslaboratorios de microbio-
logiaclinica. Ahorabien, en este estu-
dio desde el punto de vista cualitativo,
el método quepresenté mejor resultado
con respecto a la interpretacion fue el
de combinacion de disco' seguido por
el método de dilucién en caldo®. El mé-
todo de difusion de disco del NCCLS®
presentd mayor dificultad paralainter-
pretacion por lasmedidasdelosdiame-
tros estandarizados. Estos resultados
motivan asugerir un estudio multicén-
trico nacional con metodol ogias estan-
dares y unificadas para establecer con
exactitud la prevalencia de BLEE en
Colombiay asi tomar medidas de con-
trol y de vigilancia epidemiol dgica.

En conclusion, los presentes resul-
tadosdemuestran unaaltay preocupan-
te prevalencia de BLEE en €l hospital
de provincia de Monteria, probable-
mente por el excesivo uso de [3-
|actdmicos de amplio espectro que oca-
sionan un riesgo alto para la seleccion
de microorganismos productores de
BLEE delafamilia Enterobacteriaceae
y no-fermentadores. La investigacion
también demostrd laimportanciadelos
métodos de identificacion de BLEE
como apoyo para lainstauracién de la
terapéutica de las infecciones nosoco-
miales. Se sugiere la constante y con-
sistenteimplementacién de medidasde
vigilanciaque prevengany disminuyan
la diseminacién de las BLEE en este
hospital.
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SUMMARY

Objective. The objectives of this
study were to establish the extended
spectrum p-lactamases (ESBL), in
nosocomial bacilli Gram negative and
to compare three methods for the
detection of ESBL.

Materials and methods. 201
microorganisms were studied isolated
of patients with nosocomial infections
at the Hospital San Jerénimo (HSJ) of
Monteria during the years 2001 and
2002. To detect the presence of ESBL
was taking account the hydrolytic
activity upon ceftazidime, that measured
the synergism of the clavulanic acid in
combinationwith ceftazidime. Tocom-
pare the methods of detection of ESBL,
were used those proposed by the
National Committeefor Clinical Labo-
ratory Standards (NCCLS) disk diffu-
sion, the Minimal inhibitory Concen-
tration (M1C90) and the combination
disk method of Jarlier.

Results. The results showed that 86
(43%) of 201 germs were ESBL
producers. ESBL were observed in 24
(63%) of 38 Acinetobacter baumannii,
11 (61%) of 18 Enterobacter spp, 17
(46%) of 37 Klebsiellapneumoniae, 22
(38%) of 58 Pseudomonas aer uginosa,
5 (31%) of 16 Proteus mirabilisand 7
(20.5%) of 34 Escherichia coli. The
comparison of the detection methods
did not show differences between them
(p>0.05). Theresultsshow ahighpreva-
lenceof ESBL (43%) inthenosocomial
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bacilli Gram negative at the HSJ of
Monteria.

Conclusions. The study wasableto
show theimportance of the methodsfor
detection of ESBL as support to esta-
blish the correct antimicrobial therapy
innosocomial germsand uponthisbase
to suggest the implementation of
measures of surveillance that prevent
andtoreducethedisseminationof ESBL
at this hospital.

Key words: ESBL. Hospital.
Prevalence. Enterobacteriaceae. Non-
fermenters. Monteria. Colombia.
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