PRODUCCION BACTERIANA DE BETALACTAMASAS DE ESPECTRO
EXTENDIDO EN PACIENTES DE LA UNIDAD DE CUIDADOS
INTENSIVOS DEL HOSPITAL DE CALDAS, 2003

RESUMEN

La resistencia bacteriana a los antimicrobianos
va en aumento, lo que implica generacion de
problemas a las instituciones de salud y la
comunidad en general como: elevacién del
gasto para medicamentos, sobreinfecciones,
alteracion de la microflora y la macroflora, y
disminucién en la calidad de atencién en salud.
Esta resistencia es mas marcada cuando hay
presencia de microorganismos gram negativos
productores de betalactamasas de espectro
extendido (BLEE). En el presente trabajo se
buscé determinar el tipo, la frecuencia y la
distribucién de microorganismos productores de
BLEE, por técnicas tradicionales y moleculares,
y determinar los factores médicos o quirargicos
asociados con dicha produccién, en la Unidad
de Cuidados Intensivos (UCI) del Hospital de
Caldas, con el fin de aportar la informacién
necesaria para tomar medidas epidemiolégicas
y plantear estrategias sobre el uso apropiado
de los antibi6ticos y el tratamiento de las
infecciones mas frecuentes. Se realiz6 un estudio
analitico de casos y controles: 11 pacientes (5
casos y 6 controles), con infeccién primaria
o intrahospitalaria, en quienes se realizé
aislamiento de microorganismos productores
de BLEE, resistentes o no, a las cefalosporinas
de tercera generacién, respectivamente. Estas
muestras se sometieron a analisis microbiol6gico,
isoenzimatico y molecular. Se identificaron
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ABSTRACT

The bacterial resistance to antimicrobials
is increasing, which implies the generation
of problems to health institutions and the
community in general, such as: elevation of
the expense for medications, superinfections,
alteration of the micro and macroflora, and
decrease in the quality of health attention. This
resistance is stronger when there is a presence
of microorganisms gram negative producing
extended spectrum betalactamases (ESBL). The
present work wished to determine the type,
frequency and distribution of ESBL — producing
microorganisms, by means of traditional
and molecular techniques, and to determine
the medical or surgical factors associated
with this production, in the Intensive Care
Unit of the Hospital de Caldas. The purpose
of this work is to contribute the necessary
information to take epidemiologic measures
and to outline strategies on the appropriate
use of antibiotics and the treatment of the most
frequent infections. An analytic study of cases
and controls was done: 11 patients (5 cases and 6
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dos cepas de Eschericcia. coli, P. aeruginosa y
Acinetobacter baumanii sospechosas de producir
BLEE; sin embargo, no fueron confirmadas con
otras pruebas como VITEK, puntos isoeléctricos
y reaccién en cadena de la polimerasa. No hubo
diferencias significativas para los factores de
riesgo en los casos y los controles.

Palabras clave: Betalactamasas de espectro
extendido, factores de riesgo, infeccion
intrahospitalaria, Unidad de Cuidados
Intensivos (UCI), Eschericchia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Acinectobacter baumanii.

INTRODUCCION

Los  microorganismos  productores de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE)
representan un grave peligro para la vida
de los pacientes que ingresan con diferentes
patologias a las unidades de cuidado critico
hospitalario. Algunos estudios multicéntricos
hospitalarios han evidenciado enterobacterias
y Pseudomonas aeruginosa productoras de
BLEE con una frecuencia que va del 13.1% al
24% (1,2,3,4). Dicha problemética podria estar
contribuyendo hasta en un 60% de las muertes
en sujetos internados en las UCI (1,4,5).

En la UCI del Hospital de Caldas existe un
gran volumen de pacientes que se infectan
con enterobacterias (especificamente con
Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae)
y Pseudomonas aeruginosa, a una tasa de
30.3 por mil dias de estancia; sin embargo, se
desconoce con precision si son productoras de
BLEE y cuales son los factores asociados a este
fenémeno.

Biosalud, Volumen 6, Enero - Diciembre, 2007. pags. 69 - 83

controls), with primary or nosocomial infection,
with ESBL —producing microorganisms
isolated, resistant or not, to the third generation
cephalosporines, respectively. These samples
underwent microbiological, isoenzymatic and
molecular analysis. Two strains of Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter
baumanii were identified with suspicion of
being ESBL — producer. Nevertheless, they were
not confirmed with other tests, such as VITEK,
isoelectric points and polymerase chain reaction.
There were no significant differences for the
risk factors between the cases and the controls.

Key words: Extended spectrum betalactamases,
risk factors, nosocomial infection, Intensive
Unit Cares (IUC), Eschericcia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter Baumanii.

La determinaciéon de la frecuencia y el
tipo de microorganismos productores de
betalactamasas que infectan a pacientes de
la UCI del Hospital de Caldas, al igual que
la determinacién de los factores de riesgo
asociados a este grave problema, permitiran
apoyar las medidas que tiendan a prevenir
y controlar la morbilidad y la mortalidad
adicional en los pacientes internados en ese
servicio y que padecen este fenémeno.

De otra parte, bajo la premisa de que la
producciéon de betalactamasas de espectro
extendido estd intimamente relacionada
con el uso irracional de antimicrobianos, su
comprobaciéon serd usada para mejorar la
orientacion terapéutica de dichos farmacos, con
los subsecuentes beneficios para los pacientes
en términos de salud y para el Hospital de
Caldas en términos econémicos.

El incremento de la resistencia a los
antimicrobianos en los microorganismos



hospitalarios es un problema mundial que
debe preocupar a los médicos y microbiélogos.
Algunas infecciones causadas por familias
de bacilos gram negativos y de cocos gram
positivos se han incrementado y han causado
epidemias de infecciones intrahospitalarias,
especialmente en UCI (1,5,6,7,8). Las UCI
representan un importante bastién para los
microorganismos que requieren de pacientes
invalidos o con detrimento grave de su salud o
criticamente enfermos. Estas infecciones pueden
comprometer hasta un 25% de los pacientes
que egresan de dichas unidades hospitalarias
(4,5,7,8,9). Entre los principales patégenos gram
negativos resistentes se incluyen enterobacterias
y Pseudomonas aeruginosa, las cuales pueden
ser resistentes a las cefalosporinas de amplio
espectro (debido a la produccién de plasmidos
compuestos por betalactamasas de espectro
extendido (BLEE)), hiperproduccién de
cefalosporinasa cromosémica o ambas, y a
menudo presentan resistencia cruzada con
otras clases mayores de antibioticos, tales como
los aminoglicésidos y las fluoroquinolonas
(10,11,12,13,14,15).

El primer aislamiento de microorganismos
resistentes a las cefalosporinas de amplio
espectro fue hecho en Alemania en 1983,
se determiné que ésta era producida por la
betalactamasa del tipo SHV (1,14,15). De otra
parte, el primer reporte de un brote de bacterias
productoras de BLEE ocurrié en Francia en 1985
(1,15).

En muchos paises se viven problemas con
Pseudomonas aeruginosa (PA), Acinetobacter
baumannii (AB) y Enterobacter aerogenes (EA),
bacteria éstaasociadaamenudoconenfermedades
invasivas, incluyendo neumonias y bacteremias.
Ciertas cepas de estos microorganismos tienen
una marcada propensién a diseminarse en
pacientes con grave compromiso de su salud,
que reciben tratamiento antibiético prolongado
y cuidado de soporte, todo esto a pesar de los
esfuerzos especificos en el control de la infecciéon
(16,17,18,19,20,21,22).
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Microorganismos como PA son resistentes
de forma natural a muchos antimicrobianos,
debido a lo poco permeable de su membrana
externa (alrededor de 1% de la permeabilidad
de la E. coli) (23,24,25). Adicionalmente,
también de forma natural presentan una AMP-
betalactamasa, la cual le confiere resistencia,
aun a niveles muy bajos, a penicilina G,
aminopenicilinas y cefalosporinas de primera
generacion. Dichas betalactamasas no son
inhibidas por los antibetalactamasas disponibles
en el mercado, por lo tanto, estas bacterias son
resistentes a los antibidticos que contengan
una combinacién de una aminopenicilina con
el 4cido clavulanico, sulbactam o tazobactam.
Cuando se tienen concentraciones inhibitorias
minimas (MIC) = 8 mg/mL para cefotaxima,
significa que este farmaco no debe ser usado
contra infecciéon por PA (14,15,16,17).

La PA puede generar resistencia a través de
tres mecanismos conocidos: por produccion
de betalactamasas, por alteraciones en la
permeabilidad o por cambios en las moléculas
blanco.

Se han descrito mas de 300 enzimas responsables
dela produccién de betalactamasas; sin embargo,
la enzima cromosémica C esta implicada en la
mayoria de los casos, estd codificada por el
gen ampC, el cual esté ligado al gen regulador
ampR. La produccién de betalactamasas es
generalmente inducida, y especialmente por
imipenem, pero la seleccién de mutantes es la
causante de la mayor resistencia. La adquisicion
secundaria de betalactamasas a través de
elementos genéticos moéviles (plasmidos,
transposomas o integrones) puede generar
resistencia adquirida de la clase A, By D.
Las enzimas de la clase A inhiben las cuatro
penicilinas de amplio espectro, adicionalmente
tres de espectro extendido; enzimas mediadas
por plasmidos confieren resistencia adicional
a ureidopenicilinas, ceftazidima, cefepime y
cefpirome, pero son contrarrestadas por el acido
clavulanico y el tazobactam. Las enzimas de la
clase B estdn representadas en la PA por el IMP-
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1, el cual hidroliza la mayoria de betalactamicos
incluyendo todas las cefalosporinas, el imipenem
y el meropenem. El aztreonam y la piperacilina
son menos afectados, pero el IMP-1 no es inhibido
por el &cido clavulanico y el tazobactam. Las
enzimas de la clase D incluyen un basto grupo
de oxacilinasas, las cuales parecen derivar
del mismo ancestro; la mayoria se escapan al
laboratorio de rutina debido a que no inhiben
al acido clavuléanico. E1 OXA-18 es el distintivo,
hidroliza la ceftazidima y el aztreonam, esta
sustancia es inhibida por el acido clavulanico
de forma semejante a las enzimas de la clase A
(17,23,24,25).

Otra bacteria implicada frecuentemente en la
producciéon de BLEE es Klebsiella pneumoniae
(KP). Muchos brotes de resistencia estdn
relacionados con el uso de ceftazidima (CFZ)
(25,26,27). El imipenem es universalmente activo
contra cepas de KP productoras de BLEE. La
Salmonella entérica también ha sido reportada
como productora de BLEE (TEM-27). Este tipo
de brotes han sido estudiados mediante técnicas
de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y
analisis de restriccion para plasmidos (28,29,30).
Por otro lado, el incremento de la resistencia
relativa se manifiesta a través de un incremento
gradual en la concentracion inhibitoria minima
(29,30).

La resistencia emerge principalmente debido a
la presion selectiva generada por los antibiéticos
usados; estos separan subpoblaciones
bacterianas que esconden ventajosas mutaciones
de resistencia o determinantes moviles de
resistencia adquirida tales como plasmidos o
transposones. La diseminacion de la resistencia
sobreviene como consecuencia de la difusion
de clones o determinantes genéticos moviles,
los cuales estan directamente favorecidos por
la homogeneidad e intensidad de la exposicién
en determinada poblacién de pacientes. La
modificacion de la flora endégena, debido
principalmente al tratamiento antimicrobiano,
lleva a la colonizacién con bacterias resistentes
como substituto exégeno. El uso intensivo de
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antibidticos en los hospitales a menudo esta
asociado con el incremento de la resistencia
(23,24,29,30).

Varios estudios han evaluado otros factores de
riesgo, tales como severidad de la enfermedad,
intensidad del cuidado, presencia de dispositivos
invasivos y exposicion a antibi6ticos de
amplio espectro. Algunas investigaciones han
evidenciado que la reduccién en el uso de
antibiéticos es seguida de la disminucién en la
resistencia microbiana (30,31,32)

Ambiente microbiano de la UCI

La UCI es el sitio hospitalario donde los
problemas de resistencia microbiana son
mayores debido a la intensidad del uso de
antibiéticos; a menudo también porque son
usados multiples antibi6ticos y por prolongados
periodos de tiempo (en estancias prolongadas).
Estudios al respecto lo han demostrado en
la resistencia a carbenicilina, cefamandol y
ceftazidima (33,34,35).

El Instituto para estdndares de laboratorio
clinico (CLSI) ha propuesto los métodos
de dilucién para el tamizaje de klebsiellae,
Escherichia coli y Proteus mirabilis productores
de BLEE, utilizando ceftazidima, aztreonam,
cefotaxime o ceftriaxona a una concentracioén de
Imcg/mL. Si hay crecimiento bacteriano, a esta
concentracion, se sospecha que hay producciéon
de BLEE y por lo tanto se deben realizar pruebas
fenotipicas confirmatorias. Para lo cual, se han
utilizado la deteccion por el doble disco de
difusion (DDD), la prueba Vitek® ESBL, prueba
E® ESBL, determinacién de la concentracion
inhibitoria minima, electroforesis de campos y
puntos isoeléctricos. Adicionalmente, se realizan
métodos genéticos (1,36,37,38).

El aislamiento de cepas de KP y Escherichia coli
(EC) se ha realizado mediante la técnica de
Microscan® (29). Para esto se han empleado
paneles que contienen ampicilina (AMP),
piperacilina (PIP), CFZ, cefotaxima (CFX),



aztreonam (AZT), trimetoprim sulfa (TMP-
SMZ), ciprofloxacina (CPF), tobramicina e
imipenem (IMP). Los resultados pueden ser
confirmados mediante la determinacién de las
concentraciones inhibitorias minimas (MICs).
La interpretacién sobre la presencia de BLEE
se realiza por el aumento de la zona inhibitoria
entre el disco impregnado de amoxacilina (20pg)
maés clavulanato (10pg) y un disco ubicado a
20 6 30 mm, compuesto por CFZ, CFX, AZT o
cefoxitina. Varios estudios han demostrado la
concordancia entre la susceptibilidad de la CFZ
en el método de Microscan® y los resultados
con el doble disco de difusién (29). Sin embargo,
pueden hacerse estudios moleculares més
complejos para el analisis de la presencia de
BLEE, de los pldsmidos, como los experimentos
de conjugaciéon y la electroforesis de campo
pulsante.

Los factores deriesgo del paciente, identificados
en estudios analiticos, incluyen la estancia
previa en centros de cuidado, antes de la
internacion en UCI. También se ha demostrado
la asociaciéon con la presencia de dispositivos
como las sondas de Foley, con gastrostomia,
tubo de yeyunostomia, acceso venoso central,
con el uso previo de antibidticos, y una
escala de gravedad con score alto. A través
de andlisis multivariado (usando regresion
logistica) se ha encontrado asociaciéon entre
el empleo de catéter venoso central, uso de
sonda de Foley e incremento en la escala de
gravedad con resistencia significativa a la CFZ
(30,31,32,33,34).

MATERIALES Y METODOS
Tipo de estudio. De casos y controles.

Poblacion. Pacientes de ambos sexos, de
cualquier edad, que por motivos médicos
o quirtrgicos fueron admitidos, de enero a
diciembre de 2003, a la UCI del Hospital de
Caldas; a los cuales se les diagnosticé infeccion
intrahospitalaria ocasionada por enterobacteria
o Pseudomonas aeruginosa.
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Muestra. Se realiz6é un seguimiento diario a los
pacientes de la UCI. Los pacientes en quienes
se aislaron enterobacteria y Pseudomonas
aeruginosa resistentes a cefalosporina de
amplio espectro se ubicaron en el grupo de los
casos, mientras que los pacientes con gérmenes
sensibles fueron rotulados como controles; lo
anterior en una proporciéon uno a uno (1:1).

Durante los doce meses de recoleccion se
captaron 11 sujetos de la UCI. Estos pacientes
fueron divididos en los casos (5), con sus
respectivos controles (6). Para el altimo caso
se tomaron dos controles, a través de la
historia clinica, porque hubo dificultades en
la recoleccién de la informacién. De todos
los enfermos se recolectaron las muestras
para analisis microbiolégico, isoenzimatico y
molecular (genético).

Criterios de inclusién. Todo paciente
hospitalizado en la UCI, independientemente de
su diagnostico clinico de base, con una infeccion
primaria o nosocomial, cuyo microorganismo
aislado sea una enterobacteria o Pseudomonas
aeruginosa resistente a una cefalosporina de
amplio espectro (de tercera generacién). El
paciente control serd aquel paciente con infeccién
primaria o intrahospitalaria en quien se aisle
una enterobacteria o Pseudomonas aeruginosa no
resistente a cefalosporina de amplio espectro.

Recoleccion de la informacién. Se llevé a cabo
mediante la basqueda activa de los casos, esto
se realiz6 prospectivamente por integrantes
del grupo investigador, con fundamento en la
historia clinica y los registros del laboratorio
clinico. Inmediatamente se determiné que
se trataba de un caso. Con base en el estudio
microbiolégico del laboratorio clinico del
Hospital de Caldas (difusion de doble disco),
se procedi6 a diligenciar un registro disefiado y
probado para el presente trabajo. Seguidamente
se buscé el paciente control a quien también
se le diligencié idéntico registro pero con la
rotulacion respectiva (control).
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Posteriormente, las muestras de los casos
fueron enviadas al Centro Internacional de
Entrenamiento e Investigaciones Médicas
(CIDEIM), enla ciudad de Cali, paralarealizacion
de los siguientes procedimientos: Test de BLEE,
Puntos Isoeléctricos y Reacciéon en Cadena de la
Polimerasa (PCR) (39).

Técnicas y procedimientos

Se siguieron las normas NCCLS (Comité
Nacional de los Estados Unidos para estandares
de laboratorio clinico), ahora CLSI (Instituto para
estdndares de laboratorio clinico), y se utilizaron
las tarjetas VITEK (método automatizado):

Técnica de difusiéon de Doble Disco (DDD). En
una caja de Petri se colocaron en los extremos
un disco de CTZ, AZT y CTX, a 20-30 mm de
estos; en el centro se ubicaron un sensidisco
de Amoxacilina mas Clavulanato (20 y 10 pg
respectivamente). Un incremento en la zona
de inhibicién entre el disco del centro y uno
de los discos periféricos fue interpretado como
evidencia presuntiva de presencia de BLEE.

Test de BLEE. El test de BLEE utilizado por las
tarjetas VITEK posee 4 pozos, dos de ellos con
ceftazidima y cefotaxima a una concentracién de
0,5 mcg/mL; los otros dos pozos contienen los
mismos antibiéticos con dcido clavulanico a una
concentraciéon de 4 mcg/mL. Una disminucién
de turbidez en las lecturas de los pozos de mas
del 50% fue considerada como positiva.

Puntos isoeléctricos. Esta metodologia, llamada
también isoelectroenfoque, es una técnica de
electroforesis que utiliza un gel de poliacrilamida
cargado con una sustancia llamada anfolito. Estos
anfolitos son sustancias que tienen la capacidad
de comportarse como acido cediendo protones
0 como base aceptandolos. Estas moléculas son
las encargadas de permitir la migracién de las
proteinas en estudio a la regién de pH, donde
cada proteina logra un equilibrio y su carga neta
es cero. En este punto la proteina encuentra su
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punto isoeléctrico. El punto isoeléctrico es el pH
en el que las moléculas no presentan migraciéon
en un campo eléctrico.

Electroforesis de campos. La electroforesis
de campos pulsados (PFGE) es un sistema de
electroforesis en gel de agarosa que permite
separar fragmentos de DNA de mayor tamafio
(entre 1000 y 5000kb), en este caso, el genoma
bacteriano, fragmentado previamente con
enzimas de restriccién (se generan entre 10 y
30 fragmentos de 10 a 800 kb) y posteriormente
sometido a diferentes campos eléctricos para
lograr la separacion de estos fragmentos en el
gel. El resultado final es un patrén especifico
para cada cepa bacteriana analizada. Estos
patrones son comparados entre si para identificar
similitudes entre ellos. Las cepas que poseen el
mismo patrén son consideradas clonales. Existen
diferentes sistemas, desde una visualizaciéon y
conteo de bandas hasta software, para realizar
este procedimiento de comparaciéon. En el
presente estudio, por el nimero pequeno de
cepas, sOlo se realizé examen visual.

Reaccion en cadena de la polimerasa. La
reaccion en cadena de la polimerasa es una
técnica de biologia molecular que nos permite
la amplificacién de una secuencia o blanco que
se encuentra en cantidades muy pequefasy que
se puede amplificar enzimaticamente utilizando
los primers especificos. Esta amplificacion
requiere de deoxinucleétidos trifosfatos y de
una enzima denominada fag polimerasa, que
a altas temperaturas permite la polimerizaciéon
de la doble cadena de DNA. Esta técnica fue
utilizada en el estudio como herramienta para
la deteccién de betalactamasas CTX-M.

Deteccion de la presencia de los genes
codificantes para CTX-M. Las cefotaximasas han
sido clasificadas en 6 grupos de acuerdo con su
similitud en la secuencia de aminoécidos. Asi:

Grupo CTX-M 1, dentro de las cuales estan CTX-
M1, 10, 12, 3, 28, 15, 22, 23 y FEC-1. Porcentaje
de similitud > 97%.



Grupo CTX-M 2, dentro de las cuales estan CTX-
M2, 6,7,4L, 4, 20,5 KLUA11,1,9,8,5, 6, 10.
Porcentaje de similitud > 94%.

Grupo CTX-M 8, dentro de las cuales estan CTX-
M 8 y klug - 1. Porcentaje de similitud 98%.

Grupo CTX-M 25, dentro de las cuales estan
CTX-M 25y 26. Porcentaje de similitud 98%.

Grupo CTX-M 9, dentro de las cuales estan CTX-
M9, 21, 13, 17, 24, 19, 14, 27, 16. Porcentaje de
similitud > 98%.

Grupo KLUC-1.

La CTX-M 12 identificada en Colombia pertenece
a este grupo y por ello, en el presente trabajo,
se realiz6 la amplificacién génica por medio de
la reaccion en cadena de la polimerasa primers
especificos para este grupo (39).

Control de sesgos

Los casos se aparearon con los controles en
cuanto al sitio de infeccién (ejemplo: de herida
quirdrgica). Se estandarizaron y probaron
los instrumentos de recoleccién y las técnicas
de medicién bioldgicas (microbioldgicas e
isoenzimaticas).

Los resultados se analizaron en el programa Epi
Info 2002.

Variables

Tipo de Infeccién. Sitio anatémico donde se
ubica la infeccién, de acuerdo con lo reportado
por el CDC (11), por ejemplo: infeccion del tracto
urinario.

Tipo de Microorganismo. El género y especie
de la enterobacteria (K. pneumoniae, E. coli, etc)
o Pseudomonas aeruginosa.

Resistencia a Betalactamasas de Espectro
Extendido. Presente o no de acuerdo con los
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hallazgos iniciales de DDD. Posteriormente, se
caracteriz6 desde el punto de vista isoenzimatico
y genético.

Escala de gravedad establecida por el Sistema
de Vigilancia de Infeccién Nosocomial en
Estados Unidos (NNISS). Su score maés alto es
5, el cual indica mayor gravedad:

1. Pacientes postoperatorios: requieren
observaciones de rutina, cuidados médicos
o de enfermeria no intensivos. Los pacientes
son dados de alta de la UCI a las 48 horas,
algunos de los pacientes pueden ser
manipulados en salas de recuperacion.

2. Pacientes fisiol6gicamente estables: requieren
observacion integral profilactica, cuidados
médicos o de enfermeria no intensivos.
Ejemplo: adultos para descartar un infarto
del miocardio, pacientes estables que
requieren medicacion.3.

4. Pacientes fisiol6gicamente estables: requieren
monitoreo y cuidados de enfermeria
intensivos. Ejemplo: pacientes en coma o
falla renal crénica.

5. Pacientes fisiolégicamente inestables:
requieren observacion integral profiléctica,
cuidados médicos o de enfermeria intensivos,
reevaluaciones frecuentes y ajustes de la
terapia. Ejemplo: pacientes con arritmia
cardiaca, cetoacidosis diabética sin coma,
choque séptico, coagulacién intravascular
diseminada.

6. Pacientes fisiol6gicamente inestables que
estdn en coma o choque (TA < 90 mmHg
por 3 horas): requieren medicamentos
vasoactivos o resucitacién cardiopulmonar,
cuidados médicos y de enfermeria frecuentes
para reevaluacion.

Duraciéon de la Antibioticoterapia: Ciclo
largo o corto. El tiempo apropiado, en dias,
fue el establecido por los estdndares de la
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Asociacion Médica Americana (AMA), los cuales
generalmente duran hasta cuando los signos
clinicos y/o paraclinicos indican que se puede
suspender la terapia o se pueden realizar los
cambios respectivos.

Tipo de Antibioticoterapia: Empirica. Cuando
la antibiéticoterapia no se encontraba explicada
por la prescripcion terapéutica o profilactica.

Dispositivo Invasivo. Cuando el paciente
fue objeto de implantaciéon de sonda vesical,
catéteres centrales, ventilacion mecanica o malla
peritoneal. Todo lo anterior por un tiempo no
menor de 24 horas.

Dificultades encontradas
La mayor dificultad fue la relacionada con

la recoleccion de la informacién, puesto que
en el Hospital de Caldas se present6 cese de

actividades inicialmente transitorio y luego
cierre definitivo. Por lo cual, la consecucién
de las historias clinicas para la elaboracion del
informe final fue demorada.

RESULTADOS

Los microorganismos que se identificaron como
posibles productores de BLEE en el ensayo de
doble disco de difusiéon fueron Pseudomonas
aeruginosa (40%), Acinetobacter baumannii (40%)
e Eschericcia coli (40%). Las bacterias halladas
en los controles se pueden apreciar en la tabla
1. Para los microorganismos tamizados en los
pacientes caso se calculé el punto isoeléctrico,
y se tuvo como sugestiva la presencia de genes
antibetalactamasas CTX-M/Amp-c y TEM. El
andlisis de dicha resistencia con la técnica de
PCR resulté negativa para los marcadores antes
mencionados.

Tabla 1. Microorganismos y factores de riesgo en los casos y los controles. BLEE en pacientes de UCI

Hospital de Caldas.
CASO (n=5 CONTROL (n=6) Significancia
(=) & estadistica
A.baumannii 1 (20%)
A. baumannii 2 (40%) E.aglomerans 1 (20%)
BACTERIAS E. coli 2 (40%) Paeruginosa 2 (40%)
P. aeruginosa 2 (40%) Edwarsiella t. 1 (20%) NS
Klebsiella 0. 1 (20%)
Catéter central 5 (100%) Catéter central 6 (100%)
Sonda vesical 5 (100%) Sonda vesical 5 (90%)
DISPOSITIVOS Ventilacion 5 (100%) Ventilacion 4 (70%)
Mecénica Mecénica NS
Urinaria 1 (20%) Urinaria 2 (40%)
INFECCION Neumonia 4 (80%) Neumonia 2 (40%)
Flebitis 2 (40%)
. o . o
ANTIMICROBIANOS DE Ceftriaxona 4 (80%) gzgr;l;(;na ;I ((27(()) (VA))) NS
(V]
AMPLIO ESPECTRO Cloranfenicol 1 (20%)
ESTANCIA 10.4 dias (6>=14.3) 12.5 dias (6%=5.5) F=1.3 NS
GRAVEDAD 3.6 (0°=0.3) 3.5 (0%=0.3) F=0.1 NS
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En cuanto a los factores de riesgo estudiados
como el uso de dispositivos, el tipo de infeccion
nosocomial, el uso de antimicrobianos de amplio
espectro, el tiempo de estancia hospitalaria en
UCl y la gravedad de acuerdo con la escala
de NNISS, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los casos y
los controles del presente estudio. (Ver tabla 1)

Las cepas bacterianas de A. baumannii, E. coli y P.
aeruginosa, aisladas en el laboratorio clinico del
Hospital de Caldas (12 en total), provenientes
de los pacientes caso y sospechosas de ser
productoras de betalactamasas de espectro
extendido por los resultados de la técnica
de difusién de doble disco, fueron remitidas
al Centro Internacional de Entrenamiento e
Investigaciones Médicas (CIDEIM) de la ciudad
de Cali, cuyo reporte fue el siguiente:

Serecibieron12 cepas, delas cuales serecuperaron
6; las demas estaban contaminadas y fue
imposible reaislarlas. Los repiques corresponden
a: 2 A. baumannii, 2 E. coli y 2 P. aeruginosa.
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A partir de los repiques recibidos, se realizé la
identificacion por VITEK para verificar la pureza
de las mismas y pruebas de sensibilidad para
conocer sus perfiles; a partir de estos resultados
se les realiz6 puntos isoeléctricos y amplificacion
génica por medio de la reaccion en cadena de la
polimerasa primers especificos para la CTX-M
12 identificada en Colombia. (Ver tabla 2)

En la tabla 2 puede observarse la sensibilidad
y la resistencia de las cepas analizadas a
diferentes antibitticos, tales como: ampicilina-
sulbactam, cefepime, ceftriaxona, ceftazidima,
ciprofloxacina, gentamicina, imipenem,
meropenem, piperacilina-tazobactam y
trimetoprim-sulfa.

Con la prueba de puntos isoeléctricos se sospech6
la presencia de CTX-M/Amp-C en las cepas de
A. baumannii y en E. coli. Para P. aeruginosa, se
sospecho presencia de TEM. Con la PCR traté
de confirmarse la presencia de betalactamasa
de espectro extendido que se ha reportado
en Colombia, sin embargo, el resultado fue
negativo para todas las cepas.

Tabla 2. Sensibilidad de los microorganismos, puntos isoeléctricos y PCR de los gérmenes recibidos en el
Centro Internacional de Entrenamiento e Investigaciones Médicas, CIDEIM, Cali.

CEPA | IDENTIFICACION | AK |AMP | AMP/ | CFP | CTX |CAZ | CFLT | CIP GEN | IMI |MER | PIP/ | SXT | ESBL | pI* D PCR PARA
SuL M 0 | TAZ SUGESTIVA  CTX-M
GRUPO 1
>=3 >=32 | >=64 >=32| >=4 <=4 |<=2|>=12| >=32
8-684 | A. baumannii 321 | 2R | 8S R R |161 R R 81 S S 8R | OR | *** | 89 CTX-M/Amp-C NEG
8,2
>=6 |>=3 >=32 >=32| >=4 | >=16 | <=4 | <=2 >=32
4-634 | A. baumannii 4R | 2R | 161 R 321|161 R R R S S | 32S | OR | *** 9 | CTX-M/Amp-C NEG
8,2 | CTX-M/Amp-C NEG
51 TEM ?
>=3|>=32 >=64|<=8|>=32| <=0,5|<=0,5| <=4 | <=2 >=32
6-608 P. aeruginosa <=2 | 2R R <=4 R S R R R S S | 32S| OR | * | 51 TEM ?
>=3|>=32 >=64|<=8|>=32| <=0,5 <=4 | <=2 >=32
6-440 P. aeruginosa <=2 | 2R R <=4 R S R R 81 S S |16S OR *¥*x 18,3 CTX-M/Amp-C NEG
7- >=6 | >=3 <=8|>=32| >=4 <=4 | <=2 | <=8 | >=32
6841 E. coli 4R 2R | <=4 | <=4 | <=4 | S R R 1S S S S OR POS | 8,4 CTX-M/Amp-C NEG
>=3 <=8 <=0,5|<=0,5| <=4 | <=2| <=8 | <=10
2A E. coli <=2 | 2R | 161 | <=4 | <=4 | S 8S R R S S S S NEG | *** *oxx
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El anélisis de los resultados por electroforesis
de campos pulsados no se realiz6 en el software
por el niumero pequefo de cepas, pero con el
examen visual no se observo similitud entre las
diferentes especies analizadas. (Ver figura 1)

DISCUSION

Uno de los retos en el diagndstico oportuno
y el tratamiento especifico de la infeccion
intrahospitalaria (IIH) por bacterias gram
negativas, es la detecciéon de la resistencia a
los antibi6ticos betalactdmicos, a través de
la produccién de betalactamasas de espectro
extendido (BLEE), el cual se considera el
principal mecanismo de resistencia frente a las
cefalosporinas de tercera y cuarta generacion
y frente a los monobactdmicos (7,11,30). Las
ITH afectan méas los ambientes hospitalarios,
especialmente las UCI, las salas quirdrgicas y
de inmunocomprometidos (14,34,42,43).

La prevalencia de gérmenes productores
de BLEE varia segin el drea geografica y la
institucién. En Estados Unidos se ha encontrado
una prevalencia entre 0 y 25% (1,29,44,43). En
Europa se han realizado diferentes reportes con
cifras entre 0,5% y 40% (1,28,29,35). En Colombia
la cifra oscila entre 10 y 15% para E. coli y entre
20 y 40% para K. pneumoniae (21,22,38,45).

Las BLEE han sido detectadas en casi todas las
especies de enterobacterias predominantemente
en K. pneumoniae y E. coli. La mayoria de ellas
han evolucionado de las betalactamasas TEM-
1, TEM-2 y SHV-1 (23,44). Cepas productoras
de BLEE se han encontrado en K. pneumoniae y
E. coli, asociadas a brotes en areas de cuidados
intensivos y quirargicas (29,30,42).

En Europa la BLEE identificada con mayor
frecuencia ha sido del tipo SHV-5, mientras que
en EUA esTEM-10Y TEM-12 (33,43). En América
Latina existe poca informacién, pero estudios

E. coli

A. baumannii

P. aeruginosa

Figura 1. Anélisis de resultados de electroforesis de campos pulsados.
El ntimero escaso de cepas no permite hacer una comparacion de los aislados analizados con la ayuda del software, sin
embargo, no se observa similitud entre las diferentes especies analizadas.
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principalmente en Argentina, Venezuela, Brasil
y México reportan SHV-S y CTX-M2 como
las mas prevalentes (1,29,45,46). En el pais se
considera que se presenta con mayor frecuencia
la enzima CTX-M (21,22). En el departamento de
Caldas hasta el momento no se ha confirmado
la presencia de gérmenes productores de BLEE
(comunicacién personal obtenida en el Hospital
Infantil de la Cruz Roja, la Clinica Rita Arango
Alvarez del Pino y el Hospital Santa Sofia).

El hallazgo de enterobacterias y Pseudomonas
aeruginosa productoras de BLEE requiere
no solo el analisis del laboratorio clinico
microbiolégico, sino también la realizacion
de técnicas especializadas para confirmar su
presencia y caracterizar los genes bacterianos
especificos (1,14, 26,33,42). Estas técnicas han
sido sugeridas por el Clinical and Laboratory
Standards (CLSI) (1,29,36,47).

Almomento de larealizacién del presente trabajo
se consider6 de gran importancia la detecciéon
de las bacterias gram negativas productoras
de BLEE en la UCI del Hospital de Caldas,
con el fin de aportar informacién ttil para el
diagnostico y el tratamiento de las IIH y para
el uso adecuado de los antibiéticos de amplio
espectro. Primero se realiz6 el aislamiento de
las enterobacterias y Pseudomonas aeruginosa
resistentes a los antibidticos betalactdmicos
provenientes de pacientes con IIH (casos).
Dichas cepas de E. coli, A. Baumannii y P.
aeruginosa fueron sometidas a las pruebas de
sensibilidad utilizadas regularmente y luego se
recurrio a la técnica de doble difusion en disco
para determinar si podian ser consideradas
como productoras de BLEE, prueba que fue
positiva para las tres cepas. Como el estudio
sobre bacterias gram negativas productoras
de BLEE no puede quedar alli porque no es
confirmatorio y como en la ciudad de Manizales
no se cuenta con la tecnologia apropiada para
realizar otros estudios diagnosticos, se decidié
remitir las cepas al Centro Internacional de
Entrenamiento e Investigaciones Médicas
(CIDEIM) de la ciudad de Cali, el cual cuenta
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con amplia experiencia en dichos anélisis. Alli
realizaron nuevamente pruebas de sensibilidad
a los antibiéticos, aplicaron las técnicas de
puntos isoeléctricos, electroforesis de campos
pulsados y reaccion en cadena de la polimerasa.
Elresultado en la técnica de puntos isoeléctricos
fue sugestivo para la produccién de BLEE en los
tres microorganismos, pero luego negativo en
la caracterizacién por reacciéon en cadena de la
polimerasa para la enzima CTX-M. Por lo cual,
podemos afirmar que en el tamizaje inicial se
encontraron cepas de E. coli, A. Baumanniiy P.
aeruginosa sospechosas de producir BLEE, pero
no confirmadas con las pruebas fenotipicas y
genotipicas, realizadas posteriormente.

El diagnostico de BLEE todavia es un dilema,
para algunos es suficiente con realizar las
pruebas de tamizaje con cefalosporinas de
tercera y cuarta generacion, y con inhibidores
de beta lactamasas, y para otros se requiere la
confirmacién del material genético y proteinico
(1,28,29,38,41).

Entre los factores de riesgo asociados con la
infecciéon o colonizacién por enterobacterias y
Pseudomonas aeruginosa productoras de BLEE,
tomados de estudios de casos y controles, estan:
catéter arterial, catéter venoso central, tubo de
gastrostomia o yeyunostomia, catéter urinario,
cirugia abdominal de urgencia, colonizaciéon
gastrointestinal, tratamiento antibiético previo,
tratamiento previo con ceftazidima o aztreonam,
enfermedad grave, ventilacion asistida, estancia
prolongada en las UCI y estancia hospitalaria
prolongada (1,30,31,32).

En el presente estudio, la presencia de factores
de riesgo como uso de dispositivos, antibi6ticos
de amplio espectro, estancia y gravedad, no
mostro diferencias significativas entre el grupo
control y el grupo de pacientes con sospecha
de gérmenes productores de betalactamasas de
espectro extendido.

Los resultados de la investigacién no son
concluyentes para expresar que no existen
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bacterias gram negativas productoras de BLEE
en la UCI del Hospital de Caldas, debido a las
limitaciones del estudio: el nimero de muestras,
el tamizaje inicial y la remision de las cepas a la
ciudad de Cali.

CONCLUSIONES

En el tamizaje inicial a través de las pruebas de
sensibilidad y la técnica de doble difusién en
disco, se encontraron cepas de E. coli, A. baumannii
y P. aeruginosa como sugestivas de producir
betalactamasas de espectro extendido.

Con la aplicaciéon de las pruebas de
caracterizacion de dichas enzimas (puntos
isoeléctricos, electroforesis y reaccién en cadena
de la polimerasa) no se confirmo la presencia de
dichas enzimas.

Son necesarios mas estudios para determinar
la presencia o no de bacterias gram negativas
productoras de betalactamasas de espectro
extendido en las UCI de la ciudad de
Manizales.

RECOMENDACIONES

Dadalaasociaciénentreinfecciénintrahospitalaria
y la presencia de bacterias gram negativas
productoras de BLEE, las politicas para evitar
la diseminacién de la resistencia bacteriana para
ambas situaciones son similares. Entre ellas
estan el reforzamiento del lavado de manos, la
identificacion y el aislamiento de los pacientes
colonizados e infectados, el uso de guantes y
bata para atender a los pacientes infectados, la
implementacion de un programa de control de
antibidticos, la identificacién de los factores de
riesgo para colonizacion y transmisién cruzada
de la resistencia de estas cepas (24,48).
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