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Resumen

Introduccion. Uno de los principales problemas en los hospitales
de Latinoamérica han sido los microorganismos productores de
B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) multirresistentes. Ob-
jetivo. Establecer el perfil de resistencia fenotipica de Klebsiella
pneumoniae (KP) y Escherichia coli (EC) causantes de infeccién
nosocomial en el hospital San Jerénimo de Monteria (Colombia) y
comparar cuatro métodos para la deteccion de BLEE. Metodolo-
gia. Se analizaron 60 aislamientos, 30 KP y 30 EC provenientes
de pacientes intrahospitalarios del HSJ, se emplearon los métodos
de difusién de disco del National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) y los métodos confirmatorios para la detec-
cion de BLEE el de disco combinado, la prueba Etest® ESBL y
MicroScan® ESBL. Resultados. 14 de 60 (23.3%) aislamientos
producian BLEE, 11 de 30 KP (36.6%) y 3 de 30 EC (10%). Los
métodos difusion de disco del NCCLS, MicroScan® ESBL y Etest®
ESBL fueron concordantes en los resultados para confirmacion
de la produccion de BLEE, pero el método de disco combinado
mostré diferencias en los resultados con respecto a los anteriores
ya que determind la produccién de BLEE en 9 de 30 (30%) KP y
2 de 30 (6.6%) EC (p <0.05). Las cepas productoras de BLEE se
clasificaron en cuatro fenotipos de resistencia. Conclusiones. El
estudio permitié6 demostrar una alta produccion de BLEE en KP y

EC en el HSJ. La frecuencia elevada de BLEE sugiere restringir el
uso de pB-lactamicos de amplio espectro y la utilizacion de medidas
rigurosas de asepsia que prevengan la diseminacion de BLEE a
nivel intrahospitalario. [Martinez P, Espinal P, Bustos A, Mattar S.
Prevalencia de Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli productoras
de p-lactamasas de espectro extendido (BLEE), en el Hospital San
Jerénimo de Monteria. MedUNAB 2005; 8(1):15-22].
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Introduccion

La emergencia de resistencia a las cefalosporinas de amplio
espectro entre miembros de la familia Enterobacteriaceae,
como Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli productores
de BLEE, se ha convertido en un problema creciente en el
mundo.’? Estos patégenos estan asociados con hospitaliza-
cién, especialmente con infecciones nosocomiales en infantes
prematuros y pacientes de las unidades de cuidado intensivo,
son causantes de neumonias, bacteriemias, infecciones del
tracto urinario e infecciones de herida quirargica.* 4 Los
factores de riesgo para la adquisicion de K. pneumoniae
y E. coli productores de BLEE por parte de los pacientes
incluyen estancia hospitalaria prolongada, terapia antimi-
crobiana previa con céfalosporinas y estancia en unidades de
cuidado intensivo.>® Uno de los principales problemas en los
hospitales de Latinoamérica han sido los microorganismos
multirresistentes productores de p-lactamasas de espectro
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extendido (BLEE).” En un estudio realizado por el Progra-
ma de Vigilancia Antimicrobiana Sentry se encontr6 que los
aislamientos de K. pneumoniae con un fenotipo BLEE fueron
mas prevalentes en América Latina (45.4%), seguidos por
la region Pacifica (24.6%), Estados Unidos (7,6%), Europa
(22.6%) y Canada (4.9%).5

Las BLEE son enzimas que poseen actividad hidrolitica sobre
los antibidticos -lactamicos como las oxiimino-cephalospori-
nas y el monobactamico aztreonam Estas enzimas confieren
grados variables de actividad contra las cefalosporinas de
tercera generacién como ceftazidima y cefotaxima.® Muchas
de las BLEE en E. coli y K. pneumoniae son derivadas de
B-lactamasas tipo SHV-1 y TEM-1, TEM-2, por una o mas
sustituciones de aminodcidos que confieren resistencia a las
céfalosporinas de amplio espectro y aztreonam.''° Reciente-
mente se han identificado enzimas no-TEM, no-SHV como la
nueva familia CTX-M, encontradas en Sur América y Euro-
pa,’t2las TOHO-1y TOHO-2 en Jap6n, PER-1 en Turquia,
PER-2 en Suramérica y VEB-1 en Vietnam y Tailandia."*
1013 T,as BLEE se encuentran codificadas principalmente en
plasmidos, lo que les confiere una capacidad de diseminacién
mayor en distintas cepas y en periodos de tiempo corto; en
algunos casos estos plasmidos codifican para otros genes de
resistencia a antimicrobianos. Por lo tanto, es comuin que
organismos que expresen una BLEE, expresen co-resisten-
cia con los aminoglicdsidos, trimetoprim-sulfametoxazol y
fluoroquinolonas.'*

De otro lado, la deteccién de la resistencia mediada por BLEE
puede ser dificil de evaluar si no se dispone de metodologias
y criterios estandares.'® El National Committee for Clinical
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Laboratory Standards (NCCLS)'* sugiere evaluar varios
agentes antimicrobianos como aztreonam, cefpodoxima,
ceftazidima, cefotaxima, y ceftriaxona para realizar el ta-
mizaje de deteccién de BLEE y confirmar la producciéon de
estas enzimas en presencia de un agente inhibidor como el
acido clavulanico. También existen otros métodos reconocidos
para la deteccién de BLEE como la prueba Etest-ESBL® y
MicroScan® ESBL plus.

En el presente estudio se determind la prevalencia de BLEE
en K. pneumoniaey E. coli causantes de infecciéon nosocomial
en el Hospital San Jerénimo (HSJ) de Monteria (Colombia) y
se compararon cuatro métodos para la deteccién de BLEE.

Materiales y métodos

Tipo de estudio y muestra. Entre enero y agosto de 2003
se analizaron 60 aislamientos clinicos, 30 de K. pneumoniae
y 30 de E. coli, los cuales fueron obtenidos de pacientes con
infeccién nosocomial del hospital San Jerénimo (HSJ) de
Monteria, institucién publica de segundo nivel de atencién
con 204 camas. Las muestras de donde se obtuvieron los
microorganismos fueron secrecién bronquial, secrecién
de herida, orina, catéter y fluidos corporales. La infeccion
nosocomial se definié como aquella infeccién que no estaba
presente ni en incubacién en el momento de la admisién al
hospital y que se presentd entre 48 a 72 horas después de
la admisién.'” Para el calculo del tamario de la poblacién se
tuvo en cuenta el nimero de aislamientos recuperados en
el HSJ en el afio 2000; durante este periodo se aislaron 900
bacilos gram negativos de origen nosocomial, de los cuales

Tabla 1. Perfil fenotipico de resistencia entre los aislamientos de K. pneumoniae y E. coli.

Microorganismo Antibisticos
CAZ CTX CRO IMI MER AZT AK CIP SXT n
S S S S S S S S S 19
R R R S S R S S S 3
R R R S S R S) S R 1
K. pneumoniae R R R S S R S R S 2
R R R S S R S S S 1
R R R S S R S R R 1
R R R S S R R S R 2
R R R S S R R R R 1
S S S S S S S R S 12
S S S S S S S S R 1
S S S S S S S R R 6
E. coli S S S S S S R R S 2
S S S S S S R R R 6
R R R S S R S R R 1
R R R S S R R R R 2

S: Sensible; R: Resistente; n: Numero de aislamientos. CAZ: ceftazidima, S: < 2 pug/ml, R: = 2 pg/ml; CTX: cefotaxima, S: <2 pyg/ml, R: =
2 pg/ml; CRO: ceftriaxona, S: < 2 yg/ml, R: = 2 pyg/ml; IMI: imipenem, S: <4ug/ml, R: >4ug/ml; MER: meropenem, S: <4ug/ml, R: >4ug/ml;
AZT: aztreonam, S: < 2 pyg/ml, R: = 2 pg/ml; AK: amikacina, S: < 16 pg/ml, R: >16 ug/ml; CIP: ciprofloxacina, S: < 2 yg/ml, R: > 2 pg/ml;
SXT: trimetoprim-sulfametoxazol, S:< 2/38 pg/ml, R: >2/38 ug/ml . Regién sombreada: aislamientos productores de BLEE.
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el 20% correspondieron a K. pneumoniae y E. coli. Con base
en estos datos, con un error maximo permisible del 1% y un
nivel de confianza del 95%, se analizaron 60 aislamientos
(30 de K. pneumoniae y 30 de E. coli).

La recuperacién de los microorganismos se realizé en el
laboratorio de microbiologia del HSJ de Monteria y en el
Instituto de Investigaciones Bioldgicas del Trépico (IIBT), de
la Universidad de Cérdoba, donde se realizé la identificacion
y confirmacién de las cepas con el sistema MicroScan® Neg
Combo Panel Type 32 (Dade Behring, Ca, USA).

Pruebas de susceptibilidad y de produccion de BLEE.
Se realiz6 el método de difusion de disco en placas de agar
Mueller Hinton (MH) para nueve antibidticos (cefepime,
imipenem, meropenem, gentamicina, amikacina, trimeto-
prim-sulfametoxazol, ciprofloxacina y levofloxacina; Oxoid,
Basingstoke, Reino Unido), asi como el método de la con-
centraciéon minima inhibitoria (CMI) mediante el sistema
MicroScan® Neg Combo Panel Type 32 (Dade Behring, USA).
La interpretacién de los resultados se realizé de acuerdo con
las guias del NCCLS.16.18

Como estrategia de tamizaje para deteccion de BLEE se
utiliz6 el método de difusion de disco con los siguientes anti-
bibticos: ceftazidima [30pg], cefpodoxima [10ug], ceftriaxona
[30ug], cefotaxima [30ug] y aztreonam [30ug], siguiendo las
normas del National Committee Clinical Laboratory Stan-
dards (NCCLS).*

La confirmaciéon de las cepas productoras de BLEE se
realizé por tres métodos. El primero fue con la prueba de
disco combinado'® ¥ sobre placas de agar MH con discos
que contenian las cefalosporinas solas o en combinacién
con acido clavulanico (Oxoid, Basingstoke, UK): ceftazidi-
me [30ug], ceftazidime/clavulonato [30/10pg], cefpodoxima
[10pg] y cefpodoxima/clavulonato [10/1pg]. El segundo fue el
método MicroScan® ESBL plus™ (Dade Behring, Ca, USA),
que contiene concentraciones dobles seriadas de imipenem
[0.5-16 ug/ml], meropenem [0.5-16 pg/ml], cefotetan [1-32
pg/ml], cefepime [1-32 ug/ml], ceftazidime [0.5-128 pg/ml],
ceftazidime/clavulonato [0.12/4-16/4 pg/ml], cefotaxima
[0.5-128 pg/ml], cefotaxima/clavulonato [0.12/4-16/4 pg/ml],
cefoxitin [2-32 pg/ml], piperacilina [16-64 pg/ml], aztreonam
[0.5-64 pg/ml], cefpodoxima [0.5-64 pg/ml] y ceftriaxona [1-64
pg/ml]. El tercer método fue la prueba Etest® ESBL (Bio-
disk, So, Sweden) (20), utilizando tiras con gradientes de
concentracion para ceftazidime [0.5-32ug/ml], ceftazidime/
clavulonato [0.064-4ug/ml], cefotaxima [0.25-16ug/ml], cefo-
taxima/ clavulonato [0.016-1ug/ml], cefepime [0.25-16pug/ml],
cefepime/ clavulonato [0.064-4pg/ml]. Para los dos primero
métodos se siguieron las recomendaciones del National
Committee Clinical Laboratory Standards (NCCLS);'® para
la interpretacion de los resultados de la tercera prueba se
siguieron las recomendaciones de la casa comercial.

Como control de calidad positivo para todos los métodos se
empled la cepa ATCC 700603 de K. pneumoniae productora
de BLEE y como control negativo la cepa ATCC 25922 de
E. col.

Figura 1. Pruebas confirmatorias para la detecciéon de BLEE.
Klebsiella pneumoniae positiva para la produccion de BLEE A:
Prueba Etest® ESBL: Ceftazidime (TZ) >32ug/ml izquierda; zona
fantasma en cefepime (PM) centro y cefotaxima (CT) 32ug/ml de-

recha. B: Método de disco combinado: resistencia a ceftazidime
(CAZ 30ug/ml) izquierda; sinergismo de CAZ/ clavulonato (CAZ
30/10ug/ml) derecha.

Analisis de los resultados. Se creé una base de datos en el
programa Excel en la cual se registraron datos de informa-
cién clinica y los resultados de las pruebas de susceptibilidad.
Mediante el programa Epilnfo v. 2001 se realiz6 el andlisis
descriptivo como distribucién de porcentajes y frecuencias
entre los gérmenes aislados. Se utilizo6 la prueba de chi?para
analizar las diferencias encontradas entre los cuatro métodos
aplicados para la determinacién de BLEE.

Resultados

Pruebas de susceptibilidad. El porcentaje de resisten-
cia de K. pneumoniae frente a cada uno de los antibiéticos
evaluados fue el siguiente: cefepime (11/30, 36.6%), genta-
micina (11/30, 36.6%), amikacina (3/30, 10%), trimetoprim-
sulfametoxazol (5/30, 16.6%) y ciprofloxacina (4/30, 13.3%),
en donde imipenem y meropenem presentan sensibilidad
del 100%. Para E. coli la resistencia fue: cefepime (3/30,
10%), gentamicina (12/30, 40%), amikacina (10/30, 33.3%),
trimetoprim-sulfametoxazol (16/30, 53.3%) y ciprofloxacina
(29/30, 96.6%), con imipenem y meropenem también con
sensibilidad del 100% (tabla 1).

En la prueba de tamizaje de difusién de disco se encontraron
(11/30, 36.6%) aislamientos de K. pneumoniaey (3/30, 10%)
aislamientos de E. coli resistentes a ceftazidima, cefpodoxi-
ma, ceftriaxona, cefotaxima y aztreonam (tabla 1). La pro-
duccién de BLEE en los 11 aislamientos de K. pneumoniae
y tres aislamientos de E. coli se confirmé por los métodos
Etest® ESBL y MicroScan® ESBL plus. El método de disco
combinado mostré inhibicién en presencia del dcido clavu-
lanico sélo en nueve aislamientos de K. pneumoniae y dos
aislamientos de E. coli (figura 1).
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Tabla 2. Porcentaje de resistencia total y por servicios de los aislamientos de E. coliy K. pneumoniae productores de BLEE.

. Medicina S A
Gérmen Antibioticos ltD:t;cle:t?/r)a nu(s/:) inte:na Pidzoa/:)rla C:;’:,z;a
n (%)

Gentamicina 8 (72.7%) 3 (27.2%) 3 (27.2%) 1 (9%) 1 (9%)

Amikacina 3 (27.2%) 0 (0%) 2 (18.1%) 1 (9%) 0 (0%)

K. pneumoniae SXT 5 (45.4%) 3 (27.2%) 1 (9%) 1 (9%) 0 (0%)
n= 11 Ciprofloxacina 4 (36.3%) 1 (9%) 2 (18.1%) 0 (0%) 0 (0%)
Imipenem 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Meropenem 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Gentamicina 1 (33.3%) 1 (33.3%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Amikacina 2 (66.6%) 1 (33.3%) 1 (33.3%) 0 (0%) 0 (0%)
E. coli SXTe 3 (100%) 1 (33.3%) 1 (33.3%) 0 (0%) 1 (33.3%)
n=3 Ciprofloxacina 3 (100%) 1 (33.3%) 1 (33.3%) 0 (0%) 1 (33.3%)
Imipenem 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Meropenem 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

a Trimetoprim- sulfametoxazol.

Al comparar los métodos no se encontraron diferencias sig-
nificativas (p>0.05) entre la prueba la prueba de tamizaje,
la prueba E-test y el método MicroScan ESBL plus; sin
embargo, la prueba de disco combinado present6 diferencia
estadisticamente significativa (p<0.05) con respecto a los
anteriores para la deteccién de las BLEE.

Los aislamientos productores de BLEE se recuperaron con
mayor frecuencia en los servicios de pediatria (2/6, 33.3%),
UCI (4/16, 25%), cirugia (2/7, 28.5%) y medicina interna
(6/31, 19.3%).

Perfil fenotipico de resistencia de los aislamientos
de K. pneumoniaey E. coli productores de BLEE. Los
aislamientos de K. pneunoniae productores de BLEE mostra-
ron resistencia a gentamicina (8/11, 72.7%) amikacina (3/11,
27.2%), ciprofloxacina (4/11, 36.3%), trimetoprim-sulfame-
toxazol (5/11, 45.4%), con 100% de resistencia a las cefalos-
porinas de tercera generacion y aztreonam, pero sensibilidad
del 100% para imipenem y meropenem (tabla 2). Para los
aislamientos de E. coli productores de BLEE se encontré
resistencia para gentamicina (1/3, 33.3%), amikacina (2/3,

66.6%), ciprofloxacina (3/3, 100%), trimetoprim-sulfametoxa-
zol (3/3, 100%), 100% de resistencia a las céfalosporinas de
tercera generacion y aztreonam, sensibilidad del 100% a
imipenem y meropenem (tabla 2). En los aislamientos de E.
coli no productoras de BLEE se presenté multirresistencia
a amikacina, ciprofloxacina y trimetoprim-sulfametoxazol
(6/27, 22.2%) (tabla 1). K. pneumoniae no productora de
BLEE no presenté multirresistencia.

Clasificacion de los aislamientos productores de
BLEE. Los 14 aislamientos productores de BLEE se clasi-
ficaron en cuatro fenotipos de resistencia (tabla 3) teniendo
en cuenta la CMI frente a los antibiéticos p-lactdmicos de
amplio espectro. Los once aislamientos de K. pneumoniae
mostraron perfiles asociados con los fenotipos I a IV y los 3
aislamientos de E. coli mostraron perfiles asociados con los
fenotipos III y IV (tabla 3).

El fenotipo I se encontro en el servicio de cirugia en un 100%,
e incluy6 niveles de resistencia para ceftazidime con CMI,
64pg/ml, cefotaxima CMI, 64ug/ml, ceftriaxona CMI, 64ug/
ml, cefepime CMI, 16pug/ml, aztreonam CMIL, > 64pg/ml e

Tabla 3. Distribucion porcentual de los fenotipos de resistencia de K. pneumoniae y E. coli productores de BLEE.

. Medicina L
CMI (ug/ml) Fenotipo ucCl Pediatria interna Cirugia
CAZ CTX CRO AZT FEP IMP resistencia

KP EC KP EC KP EC KP EC

64 64 64 >64 16 <05 | 0 0 0 0 0 0 100 0
128 16 16 >64 4 <05 Il 50 0 0 0 50 0 0 0
>128 64 64 >64 32 <05 1 25 12.5 25 0 25 0 0 12,5
>128 128 128 >64 32 <05 \Y 0 0 0 0 66.6 33.3 0 0

CAZ: ceftazidime, CTX: cefotaxima, CRO: ceftriaxona, FEP: cefepime, AZT: aztreonam, IMP: Imipenem. EC: Escherichia coli. KP: Klebsiella

pneumoniae.
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Tabla 4. Susceptibilidad antimicrobiana (CMI ug/ml) de K. pneumoniae y E. coli productores de BLEE frente aminoglucésidos, trimetoprim-

sulfametoxazol y fluoroquinolonas

Gérmen Servicio Fenotipo AK CN TO SXT CP MX
E. coli Med. interna \ >32 2 >8 >2/38 >2 >4
E. coli ucCl 1] 32 >8 >8 >2/38 >2 >4
E. coli Cirugia 11 <4 <1 <1 >2/38 >2 >4
K. pneumoniae Cirugia | <4 8 8 <2/38 <1 <2
K. pneumoniae Pediatria I} <4 <1 <1 >2/38 <1 <2
K. pneumoniae Pediatria 1] >32 >8 >8 >2/38 <1 <2
K. pneumoniae Med. interna vV 32 >8 >8 >2/38 >2 >4
K. pneumoniae ucCl Il <4 8 8 <2/38 >2 >4
K. pneumoniae Med. interna \Y 32 >8 >8 >2/38 <1 <2
K. pneumoniae UCl I} <4 >8 8 <2/38 <1 <2
K. pneumoniae Med. interna Il <4 8 8 <2/38 <1 <2
K. pneumoniae Med. interna 1} 8 <1 >8 <2/38 <1 <2
K. pneumoniae Med. interna 1] <4 <1 <1 >2/38 >2 >4
K. pneumoniae UCl 11} <4 8 8 >2/38 >2 >4

Med. interna: Medicina interna; AK: Amikacina; CN: Gentamicina; TO: Tobramicina; CP: Ciprofloxacina;

imipenem CMI, < 0.5ug/ml. El fenotipo II se encontré en un
50% de los aislamientos de medicina interna y 50% de UCI,
e incluy6 niveles de resistencia para ceftazidime CMI, 128
ng/ml, cefotaxima CMI,, 16pg/ml, ceftriaxona CMI,, 16pg/
ml, cefepime CMI, 4pg/ml, aztreonam CMI, > 64pg/ml e
imipenem CMI, < 0.5pg/ml. El fenotipo III se encontré en
el 25% de los aislamientos de medicina interna, 12.5% de
cirugia, 37.5% de UCl y el 25% de pediatria, e incluyé niveles
de resistencia a ceftazidime MIC_,> 128 pg/ml, cefotaxima
MIC,, 64ug/ml, ceftriaxona MIC,, 64pug/ml, cefepime MIC

32pg/ml aztreonam MIC, > 64pg/ml, e imipenem CMI, <
0.5pg/ml. Por ultimo, el fenotipo IV se encontré solamente
en el servicio de medicina interna en el 100% de los aisla-
mientos, e incluy6 niveles altos de resistencia para todas las
céfalosporinas y aztreonam, (ceftazidime CMI, >128 pug/ml,
cefotaxima CMI,, 128ug/ml, ceftriaxona CMI,, 128ug/ml,
cefepime CMI,, 32pg/ml y aztreonam CMIL,, > 64pg/ml), e
imipenem con sensibilidad CMI_ < 0.5ug/ml (tablas 3 y 4).
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Discusion

La emergencia de Enterobacteriaceae resistentes a cefalos-
porinas de amplio espectro y aztreonam se ha convertido
en un gran problema de salud publica mundial.>® % En
Colombia se ha informado niveles de resistencia a cefalos-
porinas de tercera generacion del 44% para K. pneumoniae
y 27% para E. coli.*' En un estudio realizado en 2003 en
unidades de cuidado intensivo en 11 instituciones de Colom-
bia, se encontraron como microorganismos predominantes
con un fenotipo de BLEE a K. pneumoniae (30%) y E. coli
(10-13%) con una alta resistencia a ciprofloxacina (20-40%)
y policlonalidad entre los aislamientos, indicando la presién
selectiva de los antibidticos como el factor principal para
adquirir BLEE.?

Con respecto a la Costa Atlantica, Villanueva et al?® en
dos hospitales encontraron K. pneumoniae productoras
de BLEE en un 40% y E. coli en el 17.6%. En Monteria,
un estudio previo en el HSJ mostré una prevalencia de
BLEE del 46% en K. pneumoniae y 20.5% en E. coli.?* Los
resultados del presente trabajo muestran prevalencia de
BLEE de 36.6% para K. pneumoniae y 10% para E. coli,
estos porcentajes han disminuido ligeramente y son simi-
lares a los informados por otros autores.?!?? Kl descenso en
las tasas de BLEE podria obedecer al incremento del uso
de los carbapenems, utilizados como alternativa frente
a la resistencia de las cefalosporinas de amplio espec-
tro y para el tratamiento de las infecciones producidas
por microorganismos productores de BLEE y enzimas
AmpC. Estas tltimas no afectan la estructura quimica
de los carbapenems atin siendo estos antibiéticos potentes
inductores de B-lactamasas de la clase molecular C.?> 26
No obstante, el incremento de los carbapenems, podria
sustituir un problema por otro, como es la emergencia y
diseminacién de P. aeruginosa y A. baumannii resistentes
a carbapenems.?* 27 28

Los aislamientos productores de BLEE del presente estu-
dio mostraron co-resistencia frente a los aminoglucésidos,
fluoroquinolonas y trimetoprim-sulfametoxazol. Esta ca-
racteristica también ha sido informada en otros estudios,®
» en los cuales los porcentajes de esta co-resistencia alcan-
zaron niveles altos, lo que limita el sinergismo terapéutico
entre estas dos familias de antibidticos. En ese sentido,
la resistencia presentada a los aminoglucésidos por las
cepas productoras de BLEE, probablemente se deba a la
expresiéon de enzimas modificantes de aminoglucésidos
tipo N-6"-acetiltransferasas y N-2 -nucleotidiltransfera-
sas, por las altas CMI,, alcanzadas para amikacina (> 32
ug/ml), gentamicina y tobramicina (> 8 pg/ml; tabla 4).



La presencia de estas enzimas modificantes sugieren el
amplio uso de amikacina y gentamicina en el HSJ.*

En el presente estudio también se encontré resistencia
a las fluoroquinolonas de tltimas generaciones como
ciprofloxacina, levofloxacina y moxifloxacina con CMI,,
> 4 pg/ml. La resistencia frente a ciprofloxacina estuvo
en un 36% (4/11) para K. pneumoniae y 100% (3/3) para
E. coli productoras de BLEE y en 96% (26/27) en E. coli
no productoras de BLEE. El porcentaje de resistencia a
quinolonas ha venido incrementando de manera paralela
con la producciéon de BLEE como lo han informado otros
autores;®" % sin embargo, no se considera una caracte-
ristica especifica en cepas productoras de BLEE, dado
que esta resistencia se ha presentado en productores y
no productores de estas enzimas.

La clasificacién de los niveles de resistencia teniendo en
cuenta la CMI de diferentes antibidticos p-lactamicos,
permitié agrupar los aislamientos productores de BLEE
en cuatro fenotipos de resistencia. Los fenotipos III y IV
con CMI mas elevadas (tabla 3), se encontraron con mayor
frecuencia en UCI, medicina interna y pediatria, servicios
donde se describe el aislamiento de Enterobacteriaceae
principalmente K. pneumoniae como agente oportunista
de pacientes hospitalizados en estas unidades.? La pre-
sencia de fenotipos con CMI elevadas en estos servicios
hospitalarios permiten resaltar la fuerte presiéon selectiva
ejercida por el uso empirico de los agentes -lactamicos en
el HSJ. La prevalencia de BLEE en K. pneumoniae y E.
coliindica que los antibidticos de primera linea para estos
microorganismos deberia ser modificada por el uso pru-
dente de imipenem o meropenem, para evitar la seleccién
de mutantes resistentes de P. aeruginosa y Acinetobacter
spp a estos agentes antimicrobianos.?* ?” Sin embargo,
la administracién de piperacilina & tazobactam seria
atil para el tratamiento de las infecciones causadas por
K. pneumoniae y E. coli productoras de BLEE, asi como
el tratamiento de reemplazo a imipenem, considerando
que los microorganismos solo expresen la produccién de
BLEE y no otro tipo de p-lactamasas como AmpC o sus
variantes.26 3% 33

El andlisis de estos fenotipos en los aislamientos de
K. pneumoniae y E. coli mostraron CMI elevadas con
ceftazidima y cefotaxima entre 64 hasta >128 pg/ml, lo
que sugiere la resistencia mediada por BLEE tipo SHV,
enzimas frecuentemente informadas en América Latina:
México, Chile, Colombia y Argentina.'* ** %> Adicional-
mente, la ausencia de un fenotipo de resistencia con hi-
drélisis preferencial para cefotaxima o ceftriaxona y baja
o nula para ceftazidima permite descartar la presencia
de enzimas tipo CTX-M.!?

La resistencia mediada por BLEE puede ser dificil de
detectar, debido a los diferentes métodos y agentes anti-
microbianos evaluados.? Estudios realizados por Carter
et al’” mostraron diferencias al comparar los criterios
de la British Society for Antimicrobial Chemotherapy
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(BSAC) con los del NCCLS y encontraron tasas de BLEE
de un 97.7% y 82.2%, respectivamente. Paralelamente,
ellos utilizaron la metodologia propuesta por Jarlier et
al,’ y encontraron tasas del 95.5%, de un total de 180
cepas de Klebsiella spp productoras de BLEE. Estas
diferencias en los resultados de deteccién de BLEE
también se encontraron en el presente estudio; de 14
cepas productoras de BLEE incluidas K. pneumoniae y
E. coli, el método de disco combinado detecté 11 de 14
(78.5%)(p<0.05), mediante los métodos Etest® ESBL,
MicroScan® ESBL plus y por el método de difusiéon de
disco del NCCLS se detectaron las 14 cepas productoras
de BLEE con resultados concordantes. Estas diferencias
encontradas con las diferentes metodologias permiten
proponer la estandarizacién de las mismas y el cuida-
do que se debe tener en la elaboracién de las pruebas
en cada laboratorio. Entre las variables a controlar se
encuentran la concentraciéon del inéculo, conservacién
y control del vencimiento de los antibi6ticos y la in-
terpretacién de las pruebas por parte del personal de
laboratorio con el objeto de evitar errores que incidan
en las tasas de resistencia reportadas.

En conclusién, la produccion de BLEE en K. pneumoniae
y E. coli en el HSJ con niveles de corresistencia eleva-
dos frente a otros antibidticos como aminoglucésidos,
fluoroquinolonas y trimetoprim-sulfametoxazol indica
posiblemente la presencia de plasmidos transferibles
que debido a la presién selectiva ejercida por los anti-
bidticos estén diseminando la resistencia en este hospital.
La alta prevalencia de BLEE en K. pneumoniae y E.
coli, sugiere restringir el uso de B-lactdmicos de amplio
espectro e implementar medidas rigurosas de higiene
para el control de las infecciones y la prevencién de la
diseminacién de microorganismos productores de BLEE
en el ambiente hospitalario.
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Summary

Introduction. One of the main problems at the Latin American
hospitals has been the multiresistant microorganisms that
produce ESBL. Objectives. To establish resistance phenotyp-
ic profile of Klebsiella pneumoniae (KP) and Escherichia coli
(EC) that produce nosocomial infections at the San Jeronimo
Hospital (HSJ) of Monteria, Colombia and to compare four
methods for the detection of ESBL. Methods. 60 microorgan-
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isms, 30 KP and 30 EC isolated of nosocomial patients of HSJ
were analyzed; disk diffusion of the National Committee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS) and the confirmatory
methods for the detection of ESBL as combination of disk,
Etest® and MicroScan® ESBL were used. Results. ESBL
producers were determined in 14 of 60 (23.3%) isolates, 11
of 30 KP (36.6%) and 3 of 30 EC (10%). The disk diffusion
procedure recommended by NCCLS, MicroScan® ESBL and
Etest® ESBL were in agreement about productions and
confirmation of ESBL (p>0.05). The combined disk method
showed differences when it was compared with the other
three methods: the production of ESBL in 9 of 30 (30%) KP
and 2 of 30 (6.6%) EC (p <0.05). The strains ESBL producers
were classified in four resistance phenotypes. Conclusions.
The study showed a high ESBL producers in KP and EC at
the HSJ. High frequency of ESBL found suggest to restrict
the broad spectrum Beta lactams and the utilization of strictly
hygiene measures for preventing the ESBL dissemination
at intra-hospital level.

Key words: p-lactamics, Klebsiella pneumoniae, Es-
cherichia coli, bacterial resistance.
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